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ABSTRAKT 
 
Tato diplomová práce je zaměřena na izolaci a taxonomické zařazení kvasinek účastnících 
se průběhu kvasného procesu výroby červeného vína Rulandské modré. Hrozny byly 
pěstovány integrovaně a ekologicky ve vinařské oblasti Jižní Moravy, ČR. Proces byl 
kontrolován – byla použita komerční kultura Saccharomyces cerevisiae BS6. K identifikaci 
byla využita metoda polymerázové řetězové reakce s následnou analýzou polymorfismu délky 
restrikčních fragmentů – metoda PCR-RFLP. K analýze DNA byla použita kódující oblast 
5,8S ITS rDNA, která byla amplifikována primery ITS1-ITS4 a amplikon byl následně štěpen 
třemi restrikčními endonukleázami - HaeIII, HinfI a HhaI. Izoláty byly následně za použití 
UPGMA klastrové analýzy (v programu BioNumerics) rozděleny do jedenácti skupin. 
Identifikovány byly následující druhy: Candida valida, Candida vini, Issatchenkia 
occidentalis, Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae a  Zygosaccharomyces bailii. 
Zbylé kvasinky nebyly taxonomicky zařazeny. Rozdíly mezi ekologickou a integrovanou 
formou zemědělství se projevily rozlišným složením druhů kvasinek. 
ABSTRACT 
 
This diploma thesis focuses on isolation and taxonomic classification of yeast species 
isolated during the red wine (Pinot noir) fermentation. Grapes were grown under organic and 
integrated farming in South Moravia wine region, Czech Republic. Processing was controlled 
– for inoculation was used strain Saccharomyces cerevisiae BS6. Polymerase chain reaction 
followed by restriction fragment lenght polymorphism of PCR-amplified fragments (PCR-
RFLP) was used for yeast species identification. For DNA analysis we used coding region of 
5.8S ITS rDNA which was amplified using ITS1-ITS4 primers. Amplicon was digested by 
three restriction endonucleases - HaeIII, HinfI and HhaI. Isolates were divided into eleven 
groups using UPGMA cluster analysis (software BioNumerics). We identified following yeast 
species: Candida valida, Candida vini, Issatchenkia occidentalis, Pichia fermentans, 
Saccharomyces cerevisiae and Zygosaccharomyces bailii. We were not able to identify some 
yeast species. Differences between organic and integrated farming were demonstrated with 
varying composition of yeast species. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Kvasinky, identifikace, PCR-RFLP, fermentace. 
KEY WORDS 
Yeast, identification, PCR-RFLP, fermentation. 
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1 ÚVOD 
 
Kvasinky jsou nepochybně nejdůležitější skupinou mikroorganismů využívaných pro 
komerční účely. Hrají důležitou roli v produkci fermentovaných potravin a nápojů. Jsou 
rovněž zdrojem široké škály cenných produktů a užitečných složek v různých oborech 
biotechnologie. Kromě jejich pozitivních vlastností však hrají také negativní roli ve 
znehodnocování potravin. Kvasinky se podílí na procesu výroby všech známých 
alkoholických nápojů a také jejich hlavní součásti – ethanolu. To je možné díky schopnosti 
některých kvasinkových druhů rychle a efektivně fermentovat jednoduché sacharidy na 
ethanol a také jejich schopnosti tolerovat poměrně vysoké koncentrace ethanolu. 
Přibližně před 50 – 75 roky byla většina vín vyráběna tzv. spontánním alkoholovým kvašením 
hroznové šťávy. Kvasinky účastnící se takového typu kvašení pocházejí z povrchu bobulí, 
povrchu technologického zařízení, které přicházejí do kontaktu se šťávou během drcení, 
lisování a čerpání [1]. 
Na základě mnohaletého výzkumu byly identifikovány různé kmeny S. cerevisiae  
a S. bayanus jako hlavní kvasinky kvašení vína. Vinaři si tak mohou jednoduše zakoupit 
komerčně připravené sušené kultury kvasinek určené pro očkování do hroznové šťávy. To 
umožňuje správný vývoj alkoholového kvašení a ochranu před mikrobiální kontaminací [2]. 
Nicméně je třeba podotknout, že původní kvasinky jsou v moštu vždy přítomny a obvykle 
koexistují s naočkovanými komerčními kmeny [4].  
Identifikace druhů kvasinek, které se do moštu dostávají z okolního prostředí a nejsou 
součástí komerční kultury, má svůj význam. Řada druhů víno znehodnocuje. Zároveň jsou 
známy druhy, které mají žádoucí vlastnosti, a to především v oblasti organoleptických 
vlastností. Vývoj molekulárně biologických metod umožňuje identifikaci kvasinek rychle a 
spolehlivě.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kvasinky 
2.1.1 Cytologie 
2.1.1.1  Buněčná stěna  
 
Buněčná stěna kvasinek je pozoruhodně tlustá (100 až 200 nm). Tvoří asi 15 až 25 % 
suché hmotnosti buňky. Kvasinky věnují její stavbě značné množství energie. Hlavními 
strukturálními složkami buněčné stěny jsou polysacharidy, především β-1,3-glukan,  
β-1,6-glukan, mannoproteiny a chitin [6].  
Glukany poskytují buněčné stěně pevnost tím, že tvoří fibrilární sítě. Mannoproteiny jsou 
vysoce glykované proteiny. Vyskytují se zejména na vnější vrstvě stěny. Chitin je lineární 
polymer N-acetylglukosaminu. Zajišťuje nerozpustnost vláken. Některé vláknité kvasinky, 
jako je například Candida albicans, mají vyšší obsah chitinu, zatímco u mnoha jiných druhů 
kvasinek je velmi nízký – běžný druh Saccharomyces cerevisiae obsahuje  
pouze 1 – 2 % [8].  
Ostatní součásti buněčné stěny tvoří bílkoviny a tuky různého složení a anorganických 
fosfát. Jednoduché schéma buněčné stěny znázorňuje obr. 1.  
 
 
 
 
Obr. 1: Znázornění uspořádání buněčné stěny kvasinek [9]. 
 
 
2.1.1.2  Cytoplazmatická membrána  
 
Cytoplazmatická membrána je asi 7 nm silná s invaginacemi do cytosolu. Stejně jako jiné 
membrány je tvořena lipidovou dvouvrstvou s integrovanými proteiny. Lipidická složka se 
skládá z fosfatidylcholinu a fosfatidylethanolaminu s menšími podíly fosfatidylinositolu, 
fosfatidylserinu a fosfatidylglycerolu. Společně s lipidy se v této vrstvě nachází i steroly.  
Jde zejména o ergosterol a zymosterol.  
Proteinovou složku lze rozdělit na kategorie. Jsou to cytoskeletální kotvy, enzymy pro 
syntézu buněčné stěny, proteiny pro transdukci signálu a proteiny zajišťující dopravní funkci. 
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Membránové proteiny mají důležitou funkci v regulaci výživy, jako je například absorpce 
sacharidů, dusíkatých sloučenin a iontů. Na absorpci se rovněž podílí systém permeáz, který 
zajišťuje vstřebávání cukrů a aminokyselin. Plazmatická membrána je hydrofobní bariérou 
oddělující intracelulární prostor od vnějšího prostředí [10].  
 
2.1.1.3  Cytosol 
 
Cytosol kvasinek je roztok slabě kyselého pH obsahující ionty. V cytosolu probíhá značné 
množství biochemických reakcí, z nichž některé jsou z pohledu technologie výroby vína 
zásadní. Stejně jako u ostatních eukaryotických buněk probíhá glykolýza v cytosolu. 
V anaerobních podmínkách je však pyruvát, který je produkován glykolýzou, dále zpracován 
enzymy alkoholového kvašení. Tento proces je dvoustupňový. V prvním kroku dochází 
k dekarboxylaci za účasti enzymu pyruvátdekarboxylázy za vzniku acetaldehydu. Během 
následujícího kroku je acetaldehyd redukován na ethanol pomocí enzymu 
alkoholdehydrogenázy. Podrobněji je problematika produkce ethanolu popsána v kapitole 
zabývající se metabolismem [11]. 
 
2.1.1.4  Vakuoly 
 
Vakuoly jsou nejzřetelnější organelou kvasinkových buněk zobrazených pod světelným 
mikroskopem.  Často je viditelná pouze jedna velká vakuola, která je však součástí 
komplexního dynamického membránového systému, který zahrnuje menší vakuoly, 
endoplazmatické retikulum, sekreční váčky a Golgiho komplex. Vakuoly mají plastickou 
strukturu a jejich počet a velikost se mění v průběhu růstu.  
 Přítomnost rozsáhlých vakuol může být známkou stresu. Bylo pozorováno rozsáhlé tvoření 
vakuol v kvasinkách kultivovaných na chudých médiích. Po přenesení do čerstvého bohatého 
média postupně mizely [12]. 
Vakuoly mají dvě základní funkce. Za prvé, slouží jako dynamické zásoby živin a tím 
regulují koncentraci živin v jiných částech buňky. Za druhé, poskytují prostor pro rozdělení 
některých makromolekul, zejména bílkovin. Aminokyseliny jsou hlavní rozpustné složky 
vakuol. Tyto aminokyseliny fungují jako rezervy a vznikají proteolytickou aktivitou. V této 
souvislosti byla identifikována řada různých proteináz [13].  
 
2.1.1.5  Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparát 
 
Endoplazmatické retikulum je největší systém membrán v buňce kvasinek. Skládá se 
z části nasedající na jadernou membránu a z periferní části. Ta zasahuje až k cytoplazmatické 
membráně [14]. 
Membrány endoplazmatického retikula obsahují poměrně velké póry. Připomíná tím 
membránu jadernou. Na vnějším povrchu jsou patrná zrníčka polynomů, v nichž se syntetizují 
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bílkoviny. V prostoru je celý systém seskupen tak, že tvoří cisterny, z nichž každá obsahuje 
různé enzymy a rezervní látky [11].   
Funkce ER kvasinek zahrnuje syntézu, chemickou modifikaci a translokaci proteinů, 
syntézu lipidů a homeostázu kalcia.  
 
2.1.1.6  Mitochondrie 
 
Jsou to organely rozmanitého tvaru o velikosti 1 – 3 µm. Mitochondrie obsahují dvě 
zřetelné membrány, přičemž vnitřní má vyvinuté vchlípeniny – kristy. Díky membránám 
vznikají čtyři zřetelné části mitochondrie: vnější membrána, mezimembránový prostor, vnitřní 
membrána a matrix. Nalézají se zde enzymy dýchacího řetězce a oxidativní fosforylace. 
Mitochondrie kvasinek postrádají enzymy ß-oxidace. Tuto dráhu nahrazují peroxizomy, kde 
probíhá degradace mastných kyselin.  
Mitochondrie obsahuje mitochondriální DNA (mtDNA), která je součástí mimojaderné 
genetické informace. Nukleoidy obsahující tuto DNA jsou připojeny na vnitřní 
 membránu [15].  
V průběhu fermentace nemají kvasinky plně funkční mitochondrie. Na začátku fermentace, 
kdy je kvašení v aerobní fázi, omezuje jejich funkci vysoká koncentrace cukrů v moštu. 
Postupným snižováním dostupnosti sacharidů v průběhu fermentace se mění aerobní prostředí 
na anaerobní, které potlačuje plnou mitochondriální biogenezi [12].  
 
2.1.1.7  Jádro kvasinky 
 
Jádro kvasinek je sférického tvaru o průměru přibližně 1,5 µm. Nukleoplasma je 
oddělena od cytosolu dvojitou membránou obsahující póry. Její tloušťka je od 50 do 100 nm. 
Jádro neobsahuje centriolu, ale jaderný plak (SPB, spindle pole body), který je analogickou 
strukturou. Na rozdíl od ostatních eukaryot se jaderná membrána kvasinek během mitózy 
nerozpouští. V jádru se nachází hustá oblast odpovídající jadérku, které mizí během mitózy a 
reformuje se v průběhu interfáze. Hlavní obsah nukleoplasmy tvoří genomová DNA, která je 
spolu s histony uspořádána do chromatinu. Uspořádání jádra lze pomocí mikroskopického 
snímku pozorovat na obr. 2.  
Kromě genetického materiálu obsahuje jádro výbavu pro replikaci a reparaci DNA a 
transkripci spolu s nezbytnými regulačními faktory. Dále může být přítomno několik 
nechromozomálních genetických prvků. Tím může být například stabilně udržovaný kruhový 
DNA plasmid, který se replikuje právě jednou během S fáze. Tyto elementy mohou být 
přítomny ve vysokém počtu kopií a mohou být užitečné jako klonovací vektory pro přípravu 
rekombinantní DNA [16]. 
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Obr. 2: Mikroskopický snímek kvasinky. A – jádro obklopené intracelulárními komponentami, 
B – agregáty intracelulárních komponent s jádrem, C – dělící se jádro, D – cytoskeletální 
filamenty navázané na jádro, E – jádro (vlevo) a vakuola (vpravo) [17]. 
 
2.1.2 Rozmnožování 
2.1.2.1  Vegetativní rozmnožování  
 
Pučení představuje nejčastější formu rozmnožování v případě, že se kvasinka vyskytuje 
v prostředí s vysokým obsahem vody, jako například během procesu fermentace vína a piva. 
Pučení je zahájeno v době, kdy mateřská buňka dosáhne kritické velikosti, současně s 
nástupem syntézy DNA. Následuje lokální oslabení buněčné stěny. Pupen se tvoří na základě 
protlačení oslabeného místa turgorem v buňce. Chitin vytvoří prstenec na spoji mezi 
mateřskou buňkou a vznikající dceřinou buňkou. Umožňuje vznik kanálku, kterým dochází 
k transportu organel a jaderného materiálu. Po separaci buněk zůstává na povrchu mateřské 
buňky a tvoří tzv. jizvu. Ta zůstává i na povrchu buňky dceřiné. Z počtu jizev lze stanovit 
buněčné stáří.  
Před počátkem pučení dochází k rozsáhlým změnám v uskupení buněčných organel. 
Membrány endoplazmatického retikula splývají a dochází k jeho dělení. Také dochází 
k opakovanému dělení vakuol a protahování mitochondrií. Drobné vakuoly a mitochondrie 
vstupují do pupenu jako první. Po proběhnutí mitózy vstupuje do pupenu i jádro a další složky 
cytoplazmy. Kanálek se uzavře membránou. Pučení je ukončeno vytvořením buněčné stěny. 
Jeho průběh znázorňuje obr. 3. Ukončené pučení nemusí nutně následovat okamžité oddělení 
dceřiné buňky, ale stav vzájemného spojení může trvat několik dní. Toto uskupení se nazývá 
buněčný svazek [11].  
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Obr. 3: Mikroskopický snímek průběhu pučení kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae. 
Během procesu pučení dochází ke vzniku dvou dceřiných buněk [18]. 
 
2.1.2.2  Pohlavní rozmnožování 
 
Pohlavní rozmnožování je méně častou variantou rozmnožování. Pokud jsou kvasinky v 
diploidní formě umístěny do média limitovaného dusíkem, anebo zkvasitelnými cukry, 
dochází k zástavě množení. Některé se transformují do jakéhosi vaku s tlustou buněčnou 
stěnou. Každý z nich obsahuje čtyři haploidní askospory, které vznikají meiotickým dělením 
jádra.  Kvasinky fermentující mošt nemají důvod k tvoření askospor, protože prostředí je 
bohaté na živiny. Přesto však byla pozorována sporulace některých kmenů vinných kvasinek, 
a to i v médiích bohatých na zkvasitelné sacharidy.  Za podmínek, ve kterých mošt 
fermentuje, však není pohlavní rozmnožování kvasinek známo [19]. 
Schopnost sporulace S. cerevisiae se značně liší kmen od kmene. Kvasinky vinného 
kvašení sporulují obtížně. I v případě úspěšné sporulace bývají spory neživotaschopné. 
Meióza u kvasinek a u vyšších eukaryot je obdobná.  
 
2.1.3 Nutriční požadavky kvasinek 
 
2.1.3.1  Zdroje uhlíku 
 
Hroznový mošt obsahuje jako zdroj energie a uhlíku především jednoduché sacharidy. Pro 
kvasinky je rozhodující obsah fruktózy a glukózy. Celková koncentrace cukrů v moštu se 
pohybuje v rozmezí 170 až 220 g/l, což odpovídá vínům s 10 až 13% obsahem ethanolu po 
dokončení fermentačního procesu. Množství rozpuštěných cukrů může být ještě vyšší.  
V hroznech pro výrobu sladkých vín dosahuje koncentrace obsažených cukrů až 350 g/l. 
Množství obsažených cukrů ovlivňuje celkové složení druhů kvasinek účastnících se procesu 
kvašení [20].  
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Fermentace probíhá pomalu v médiích obsahujících pouze jednotky gramů cukrů na litr. 
Rychlost se zvyšuje v moštech, které mají obsah od 15 do 20 g/l, a zůstává stabilní až do 200 
g/l. Nad touto koncentrací se kvašení opět zpomaluje. Vysoká koncentrace cukrů neznamená 
nutně vyšší produkci alkoholu. Ta může být ve skutečnosti nižší. K takové situaci dochází, 
když obsah cukrů překročí koncentraci 300 g/l. Při koncentracích cukru nad 650 g/l se mošt 
stává prakticky nezkvasitelným. Přítomnost cukru, stejně jako alkoholu, přispívá ke stabilitě 
vína. Zvýšené množství cukru brání růstu kvasinek a snižuje maximální nárůst jejich 
populace. V důsledku toho se zpomaluje kvašení ještě předtím, než může dojít k produkci 
nezanedbatelného množství ethanolu, který má antiseptický účinek.  
Fermentaci stejným způsobem zpomaluje vysoký obsah cukru, který byl přidán ještě před 
začátkem kvašení, což je tzv. chaptalizace [21]. Účinek – zpomalení růstu kvasinek- se více 
projeví, pokud je cukr přidán v době, kdy fermentace pokročila do fáze, během které alkohol 
začíná potlačovat růst kvasinek. Na druhou stranu, tento technologický krok může předejít 
možnému přehřátí moštu. S přidáním cukrů je vhodné počkat, až skončí fáze růstu, tj. během 
doby maximální denzity biomasy. Stejného výsledku lze dosáhnout i v případě, že je místo 
cukru přidán zahuštěný mošt [22].  
 
2.1.3.2 Zdroje dusíku 
 
Nejdůležitější ze všech nutrientů nezbytných pro metabolickou činnost kvasinek 
fermentujících mošt jsou zdroje dusíku. Kvasinky mohou asimilovat dusík ze 
zdrojů organických a anorganických (NH3 nebo NH4
+). Anorganický dusík je vázán do 
organických forem pomocí reakce s α-ketoglutarátem za vzniku glutamátu. Reakce se účastní 
enzym glutamát-dehydrogenáza. Glutamát kvasinky dále zpracovávají pro výrobu jiných 
aminokyselin, které jsou nezbytné pro chod metabolismu. Ze všech kódujících aminokyselin 
je arginin kvantitativně nejdůležitější aminokyselinou [23]. Tato aminokyselina je rychle 
začleněna kvasinkami na začátku kvašení a následně uvolněna zpět do vína při autolytických 
cyklech. 
Hroznový mošt obsahuje relativně vysoké koncentrace dusíkatých látek  
(až 1 g rozpuštěného dusíku na litr). Toto množství však představuje pouze čtvrtinu celkového 
dusíku obsaženého v bobulích. Tyto složky zahrnují amonné kationty (3-10% z celkového 
dusíku), aminokyseliny (25-30%), polypeptidy (25-40%) a proteiny (5-10%). Jejich 
koncentrace závisí na odrůdě, podnoži, podmínkách prostředí a hnojení dusíkatými hnojivy. 
Množství dusíku se snižuje při nedostatku vody během růstu.  
Amonný kation se snadno asimiluje a stačí potřebám kvasinek, zejména pro syntézu 
aminokyselin. Polypeptidy a proteiny se nepodílejí na růstu, protože buňka kvasinky nemá 
enzymové vybavení nutné pro hydrolýzu těchto látek. Druh S. cerevisiae nevyžaduje příjem 
aminokyselin, protože je schopen si je syntetizovat jednotlivě. Jejich přidání však stimuluje 
kvasinky více než amoniakální dusík. Spojení přídavku aminokyselin a amonného kationtu je 
ještě účinnější [20, 24].  
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2.1.3.3 Minerální látky 
 
Sušina kvasinek obsahuje 3 až 5 % fosforečnanů, 2,5 % draslíku, 0,3 % hořčíku  
a 0,5 % síry. Buňky dále obsahují stopové množství vápníku, chloru, mědi, železa, zinku a 
manganu. Kvasinky musí mít zabezpečen zdroj fosforečnanů, které jsou důležitým stavebním 
prvkem nukleových kyselin, fosfolipidů, adenosintrifosfátu (ATP) a dalších látek. Draslík je 
nezbytný pro příjem fosfátu a jeho nedostatek může být spojen s pomalým kvašením [25]. 
Další minerální látky plní řadu funkcí, ale obvykle jsou využívány zejména jako aktivátory 
enzymů. 
2.1.3.4 Růstové faktory 
 
Růstové faktory ovlivňují základní buněčné pochody, jako jsou množení a aktivita. 
Účinkují i v malých koncentracích. Jsou esenciální a nedostatek těchto látek narušuje 
látkovou výměnu.  
Kvasinky vyžadují z řady vitamínů thiamin, riboflavin, kyselinu pantotenovou, pyridoxin, 
nikotinamid, biotin a inositol. Závisí však na konkrétním druhu a vegetačních podmínkách. 
Obecně platí, že prakticky všechny kmeny rodu Saccharomyces vyžadují biotin a kyselinu 
pantotenovou, v některých případech také inositol a nebo thiamin [16]. Biotin se podílí na 
karbonylaci pyruvátu a syntéze nukleových kyselin, proteinů a mastných kyselin. Kyselina 
pantothenová je nezbytnou součástí koenzymu A. Ačkoli se thiamin podílí na oxidační 
dekarboxylaci, nemusí být nutně esenciální. Některé kmeny si jej mohou syntetizovat. 
Thiamin je citlivý na přítomnost oxidu siřičitého, který jej štěpí. Kyselina nikotinová je 
nezbytná pro syntézu NAD+ a NADP+, inositol pro buněčné dělení. Přehled růstových faktorů 
je uveden v tabulce 1.  
Přestože kyslík není růstovým faktorem, jeho přítomnost ovlivňuje metabolismus 
kvasinek. Kvasinky rostou i za anaerobních podmínek, ale viabilita je omezena [26]. Kyslík je 
potřebný pro syntézu některých metabolitů. Mezi nejdůležitější patří steroly (lanosterol a 
ergosterol) a nenasycené mastné acyly koenzymu A. Přidání ergosterolu do moštu může 
podpořit dokončení kvašení. Steroly jsou nezbytné pro permeabilitu membrány a zvyšují tak 
životaschopnost kvasinek a prodlužují dobu fermentativní činnosti. Steroly také ovlivňují 
syntézu volatilních látek. Podobný účinek má i přídavek kvasničného autolyzátu [16].  
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Tab. 1: Maximální a minimální koncentrace (ng/l) růstových faktorů v moštu, červeném a 
bílém vínu [10]. 
 
2.1.4 Taxonomie 
 
2.1.4.1 Rod Candida 
 
Anamorfní rod Candida představuje velmi širokou skupinu s vysokým počtem druhů 
nalezených ve víně. Candida představuje skupinu kvasinek s rozmanitým morfologickým 
tvarem. Buňky mohou být kulovitého, elipsoidního, cylindrického nebo protáhlého tvaru. 
Rozmnožování probíhá prostřednictvím multilaterálního pučení. Schopnost zkvašovat cukry 
se odvíjí od konkrétního druhu. Byla testována řada cukrů a například Candida stellata 
fermentuje glukózu, sacharózu a rafinózu. Další druhy (např. C. pulcherrima) také zkvašují 
glukózu, ale asimilují i galaktózu, L-sorbózu, sacharózu, maltózu, celobiózu, trehalózu, 
melecitózu, D-xylosu, N-acetyl-D-glukosamin, ethanol, glycerol, D-mannitol, D-glucitol, α-
methyl-D-glukosid salicin, D-glukonát, sukcinát a hexadekan [27]. 
 
2.1.4.2 Rod Brettanomyces 
 
Mnozí vinaři považují rod Brettanomyces a jeho sporulující ekvivalent Dekkera za rody 
kvasinek, které negativně ovlivňují kvalitu vína. Celosvětově způsobují vysoké ztráty. Nejde 
jen o vína zjevně zkažená a neprodejná, ale také o vína, jejichž kvalita byla výskytem těchto 
rodů snížena, čímž poklesla jejich tržní cena. Určitá míra infekce však může být prospěšná. V 
těchto případech kvasinky hrají pozitivní roli v celkovém senzorickém dojmu. Brettanomyces 
byl poprvé izolován z francouzských vín v roce 1950 [20].  
Jak již bylo uvedeno, kvasinky vykazují variabilní morfologické znaky v závislosti na věku 
buněk, kultivačním médiu a environmentálním stresu. Například Brettanomyces kultivované 
    VÍNO 
VITAMÍNY MOŠT BÍLÉ ČERVENÉ 
Thiamin 160 - 450 2 - 58 103 - 245 
Riboflavin 3.60 8 - 133 0,47 - 1,9 
Pantothenová 
0,5 - 1,4 0,55 - 1,2 0,13 - 0,68 
kyselina 
Pyridoxin 0,16 - 0,5 0,12 - 0,67 0,13 - 0,68 
Nikotinamid 0,68 - 2,5 0,44 - 1,3 0,79 - 1,68 
Biotin 1,5 - 4,2 1 - 3,6 0,6 - 4,6 
Inositol 380 - 710 220 - 730 290 - 334 
Kobalamin 0 0 - 0,16 0,04 - 0,10 
Cholin 19 - 39 19 - 27 20 - 43 
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na pevném agaru se značně liší od Brettanomyces izolovaných z vína zrajícího v sudech. 
Obvyklý tvar je ogivální. 
 
2.1.4.3 Rod Hanseniaspora 
 
Rod Hanseniaspora a jeho anamorf Kloeckera jsou morfologicky charakterizovány jako 
apikulátní kvasinky rozmnožující se bipolární pučením. Patří mezi převládající rody kvasinek 
na povrchu bobulí a zahajují fermentaci vína. Druhy H. uvarum a H. guilliermondii se 
v moštu vyskytují ve vysokých koncentracích buněk v rozmezí 106 až 108 buněk ml-1 už 
během prvních čtyř dnů fermentace, kdy koncentrace ethanolu dosahuje až 7 %.  Maximální 
koncentrace ethanolu získaná pomocí těchto kvasinek byla 9,9 % [28]. Z toho vyplývá, že 
hlavní roli během fermentace mají tyto kvasinky především v počáteční fázi kvašení. Jejich 
předností je však vyšší produkce esterů glycerolu a acetoinu. To má značný vliv na kvalitu 
konečného produktu. Kmeny rodu Hanseniaspora jsou proto potenciálními kandidáty pro 
přípravu smíšených startovacích kultur.  
Tvar buněk je vejčitý až kulatý. Nejvíce rozšířený druh obvykle se vyskytující na 
hroznech, H. uvarum, fermentuje pouze glukózu.  
Přes svůj pozitivní přínos mohou kvasinky rodu Hanseniaspora působit negativně. Patří do 
skupiny kvasinek, které mají schopnost tvořit tzv. killer toxin. Jeho působením dochází 
k inhibici růstu konkurenčních kvasinkových druhů. Jedním z nich jsou i druhy významného 
rodu Saccharomyces [29].  
 
2.1.4.4 Rod Issatchenkia 
 
Jsou známy čtyři druhy tohoto rodu, ale pouze I. orientalis se účastní kvasného procesu 
vína. Rozmnožují se multilaterálním pučením, ale také tvoří i pseudomycelium. V případě 
pohlavního rozmnožování vzniká jedna až čtyři askospory [30]. Fermentují glukózu, ale 
neutilizují nitrát. I. orientalis tvoří ovoidní až protáhlé buňky. Asimiluje glukózu, N-acetyl-D-
glukosamin, ethanol, glycerol, DL-laktát a sukcinát. 
Tato kvasinka je také zajímavá tím, že produkuje enzym fytázu a je vhodným 
mikroorganismem, který dokáže fytázu produkovat v průmyslovém měřítku pro komerční 
využití [31]. 
 
2.1.4.5 Rod Metschnikowia 
 
Druhy rodu Metschnikowia jsou charakterizovány tvorbou dlouhých spor jehlicovitého 
tvaru. U některých druhů pocházejí z velkých sférických chlamydiospor [32]. Druhy nalezené 
v moštu nebo ve víně jako například M. pulcherrima zkvašují glukózu a mohou asimilovat 
celou řadu sloučenin, včetně glukosy, galaktosy, l-sorbózy sacharózy, maltózy, cellobiózy, 
trehalózy, melecitosy, d-xylosy, N-acetyl-dglucosaminu, ethanolu, glycerolu, d-mannitolu, d-
glucitolu, α-methyl-D-glukózy, salicinu, d-glukonátu, sukcinátu, a hexadekanu, ale ne 
17 
 
dusičnan. Tyto druhy mohou utilizovat různé zdroje dusíku, včetně kadaverinu, L-lysinu a 
ethylaminu. Některé druh produkují pulcherrimin, hnědo-červený pigment [33]. 
 
2.1.4.6 Rod Pichia 
 
Rod Pichia zahrnuje více jak 100 druhů, ale pouze P. anomala a P. membranifaciens se 
běžně vyskytují ve víně. Rovněž P. guilliermondii je spojována s fermentací vína, ale byla 
identifikována pouze v moštech [34]. Buňky mají eliptický nebo protáhlý tvar. Rod Pichia je 
teleomorfní a během pohlavního rozmnožování vytváří askospory hemisférického až 
kulovitého tvaru [35]. V anamorfní formě se některé druhy Pichia prezentují jako druhy rodu 
Candida. Variantou nepohlavního rozmnožování je multilaterální pučení. Pseudomycelium je 
špatně vyvinuto a obvykle zcela chybí. Kolonie na pevných médiích jsou bílé nebo krémové 
barvy.  
V závislosti na druhu mohou být zkvašovány různé sacharidy a asimilovány dusičnany.  
P. anomala fermentuje glukózu a sacharózu. Asimiluje glukózu a také sacharózu, maltózu, 
cellobiózu, trehalózu, raffinózu, melecitózu, ethanol, glycerol, erythritol, D-mannitol,  
D-glucitol, sukcinit a citrát. P. membranifaciens slabě fermentuje glukózu a asimiluje 
mnohem méně látek než P. anomala. Jedná se pouze o glukózu, N-acetyl-D-glukosamin a 
ethanol. P. anomala, dříve Hansenula anomala, má omezené fermentační schopnosti, ale 
může růst jako film, který má oxidační schopnosti. Její schopnost produkce alkoholu je malá. 
Maximální koncentrace alkoholu, které je schopna dosáhnout, činí 4,5 %. Na druhou stranu 
může produkovat vysoké množství kyseliny octové, ethylacetátu a isoamylacetátu [36]. 
Schopnost asimilovat kyseliny může vést ke snížení kyselosti a nárůstu pH. Pichia anomala 
patří mezi druhy kvasinek, které za vhodných podmínek produkují tzv.  killer toxin. Její toxin 
je specifický proti rodům Brettanomyces (resp. Dekkera) a lze se jím bránit jejich 
nadměrnému růstu [37].  
 
2.1.4.7 Rod Saccharomyces 
 
Rod Saccharomyces je nejdůležitější skupinou druhů, které se podílejí na fermentaci. 
Buňky mají kulovitý nebo ovoidní tvar a mohou vytvářet pseudomycelium. Kvasinky vytváří 
jednu až čtyři elipsoidní askospory. Taxonomické rozdělení jednotlivých druhů je 
problematické. Během historického vývoje došlo k mnoha změnám. V publikaci Loddera a 
Van Kreggera byly přiděleny druhové názvy jako cerevisiae, oviformis, bayanus, uvarum atd. 
jen třiceti druhům rodu Saccharomyces [38]. Později bylo doplněno dalších 11 druhů. Zásadní 
změnu přineslo rozdělení, které bylo založeno na procentuálním obsahu guaninu a cytosinu 
v DNA. V rodu zůstalo 7 druhů, 17 se stalo synonymem pro druh S. cerevisiae. Někteří autoři 
je považovali za fyziologické varianty druhu S. cerevisiae. Proto byly rozděleny podle profilu 
využití cukru [39]. Enologové přidávali k názvu variantu druhu. Kromě toho byly dva druhy 
(bailii a rosei) vyjmuty z rodu Saccharomyces a integrovány do jiného rodu a vznikly tak 
druhy Zygosaccharomyces bailii a Torulaspora delbrueckii.  
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Aktuální taxonomické členění je založeno na vývoji molekulární a genetické systematiky. 
Rod čítá 10 druhů, které jsou rozděleny do tří skupin. Druhy S. cerevisiae, S. bayanus, S. 
paradoxus a S. pastorianus od sebe nelze odlišit fyziologickými testy, ale mohou být 
odděleny prostřednictvím měření stupně homologie jejich DNA. Vznikla tak skupina 
Saccharomyces sensu stricto. S. pastorianus nahradil S. carlsbergensis, který byl dán kmenu 
pivovarských kvasinek používaných pro spodní kvašení. Nedávno oddělený druh  
S. paradoxus zahrnuje kmeny původně izolované z výměšků stromů, hmyzu a půdy [40]. 
Druhá skupina, Saccharomyces sensu lato, se skládá z druhu S. exitus, S. castelli, S. servali a 
S. unisporus. Třetí skupina se skládá pouze z druhu S. kluyveri. Pouze první skupinu tvoří 
druhy enologicky zajímavé: S. cerevisiae, S. bayanus a S. paradoxus.  
Později byly identifikovány 3 nové druhy podílející se na fermentaci vína. Prvním z nich je 
Saccharomyces cariocanus. Kvasinky mají kulovitý tvar a vyskytují se jednotlivě nebo v 
párech. Pučení je multipolární. Tvorba mycelia nebyla pozorována. Vřecka jsou oválného 
tvaru a obsahují dvě až čtyři kulaté askospory. Saccharomyces cariocanus fermentuje 
glukózu, galaktózu, sacharózu a rafinózu. Nezkvašuje maltózu, cellobiózu, trehalózu, laktózu, 
melibiózu a škrob [41]. Kvasinka Saccharomyces kudriavzevii, pojmenovaná po slavném 
ruském systematikovi Kudriavzevovi, je druhým nově identifikovaným druhem. Buňky mají 
ovoidní tvar a vyskytují se samostatně, v párech a také v malých skupinách. Pučení je 
multipolární. Kultura na agaru vytváří pseudomycelium. Vřecka obsahují čtyři kulaté 
askospory. Fermentuje glukózu, sacharózu, slabě maltózu, rafinózu a melecitózu. Nezkvašuje 
galaktózu, celobiózu, trehalózu, laktózu, melibiózu a škrob. Neasimiluje dusičnan draselný. 
Druh Saccharomyces mikatae je pojmenovaný podleK. Mikata, který izoloval kmeny obou 
nových japonských druhů. Buňky mají kulovitý tvar a vyskytují se jednotlivě nebo v párech. 
Pučení je multipolární. Oválná vřecka obsahující čtyři kulaté askospory. Fermentuje glukózu, 
galaktózu, sacharózu, melibiózu a rafinózu. Nezkvašuje maltózu, cellobiózu, trehalózu, 
laktózu melecitózu, inulinu a škrob [41].  
 
2.1.4.8 Rod Saccharomycodes 
 
Saccharomycodes ludwigii je jediným zástupcem tohoto rodu. Kvasinky se tvarem 
podobají citrónu s tupými hroty. Mohou být protáhlé a lehce zakřivené. Buňky se vyskytují 
jednotlivě, v párech nebo skupinách po třech. Rozmnožuje se nepohlavně bipolárním 
pučením. Saccharomycodes vytváří jednu až čtyři hladké askospory sférického tvaru. 
Fermentované cukry zahrnují glukózu, sacharózu a rafinózu. Z asimilovaných sloučenin to 
jsou glukóza, sacharóza, rafinóza, glycerol, kadaverin a ethylamin, avšak ne dusičnan [30, 
42].  
 
2.1.4.9 Rod Zygosaccharomyces 
 
Zygosaccharomyces zahrnuje devět druhů, z nichž Z. bailii, Z. bisporous, Z. rouxii, a Z. 
orentinus byly izolovány z hroznového moštu a vína. Názvy druhů Saccharomyces rouxii a 
Zygosaccharomyces barkeri jsou synonyma názvu druhu Z. rouxii. Kvasinky 
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Zygosaccharomyces se mikroskopicky jeví jako sférické, elipsoidní nebo podlouhlé buňky. 
Rozmnožují se mnohostranným pučením a případně tvorbou pseudomycelia. Askospory jsou 
hladké, kulovité, eliptického tvaru [27].  Schopnost fermentovat cukry se odvíjí od 
jednotlivých druhů. Z. rouxii zkvašuje glukózu a maltózu a asimiluje glukózu, trehalózu, 
glycerol, D-mannitol a D-glucitol. Rod Zygosaccharomyces je haploidní a heterotalický. 
Vřecka produkují dvě hladké a kulaté askospory. Na rozdíl od mnoha jiných kvasinek  
může Zygosaccharomyces růst v hypertonických prostředích s koncentrací glukózy  
až 60 % [43]. Kvasinky tohoto rodu jsou mimořádně odolné vůči působení konzervačních 
látek používaných ve vinařství. Zygosaccharomyces je extrémně tolerantní k alkoholu a může 
růst ve vínech s obsahem alkoholu až 18 % [44].  
 
2.1.5 Biochemie fermentace 
 
Biochemie fermentace vína je komplexní metabolický proces. Alkoholové kvašení je 
katabolický pochod zahrnující přeměnu cukrů přítomných v moštu na ethanol a oxid uhličitý. 
Během fermentace dochází i k dalším reakcím, jejichž výsledkem jsou látky ovlivňující 
organoleptické vlastnosti vína. Zdrojem uhlíku jsou zejména hexózy ve formě cukrů glukózy 
a fruktózy [45]. Mošt obsahuje kromě volné fruktózy a glukózy také sacharózu, kterou 
kvasinky štěpí invertázou. Dráha alkoholového kvašení je lokalizována v cytoplazmě. (obr) 
Alkoholové kvašení zahrnuje tzv. Embden – Meyerhof – Parnasovu dráhu, která je také 
známá jako glykolýza. Dráha zahrnuje 10 hlavních reakcí. Prvních pět reakcí tvoří fázi, kdy je 
energie dodávána. Glukóza je metabolicky aktivována ATP – dependentní fosforylací, čímž 
vzniká fruktóza-1,6bisfosfát. Ten je dále štěpen za vzniku dvou trióz. V průběhu fáze 
generování energie jsou fosfáty trióz aktivovány a dochází ke vzniku 1,3-bisfosfoglycerátu a 
fosfoenolpyruvátu. Každá z těchto sloučenin přenáší vysoce energetické fosfátové skupiny na 
ADP, čímž se produkuje ATP v procesu známém jako substrátová fosforylace. Chemická 
energie ATP může být následně přeměněna v buňce na jiné formy energie, potřebné pro růst 
buněk. První reakce v této fázi na výrobu energie je oxidační reakce katalyzována enzymem 
glyceraldehyd-3-fosfát-dehydrogenázy.  
Produkce ethanolu je nejlepší možností, jak regenerovat NAD+. Existuje však alternativní 
cesta. Jedná se o tzv. glycerolpyruvátovou fermentaci, během které dochází ke vzniku 
glycerolu [46]. Fermentací glukózy kvasinkami v přítomnosti siřičitanu vzniká značné 
množství glycerolu. Siřičitany se slučují s acetaldehydem, který pak brání regeneraci NAD 
pomocí alkoholdehydrogenázy. Za těchto podmínek kvasinky potřebují oxidovat NADH jinou 
cestou, aby kompenzovaly deficit NAD. Jedinou možností je produkce glycerolu. 
Dihroxyacetonfosfát, hlavní produkt aldolázové reakce, může být oxidován  
na glycerol-3-fosfát enzymem glycerol-3-fosfát-dehydrogenázy. Tato reakce je spojena s 
oxidací molekuly NADH. Pomocí fosfatázy dochází k defosforylaci na glycerol. Produkce 
glycerolu spotřebovává ATP [47].  
Glycerolpyruvátová fermentace může probíhat i v jiném prostředí, bez účasti siřičitanů. Na 
začátku kvasného procesu vyžadují kvasinky velké množství substrátu k růstu. Rozmnožování 
buněk znamená aktivní biosyntézu proteinů, lipidů, nukleotidů apod. Syntéza většiny těchto 
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biomolekul vychází z pyruvátu. Pyruvát je tak využíván v anabolických reakcích a deficit 
NAD+ lze doplnit cestou glycerolpyruvátové fermentace. Z tohoto důvodu vzniká glycerol 
především v prvním kroku kvašení, kdy je nárůst biomasy nejrychlejší. Kvasinky produkují 
glycerol také za účelem ochrany proti vysokému osmotickému tlaku. Z těchto důvodů je 
glycerol je třetí hlavní složkou vína. Jeho koncentrace je obvykle 6 až 10 g/l, což zlepšuje 
jakost vína. Glycerol totiž uděluje vínu sladkou chuť [48].  
 
2.2 Ekologie vína 
 
Na fermentačním procesu se podílí velké množství druhů kvasinek. Ty se však nevyskytují 
ve stejném časovém období. Například rody Saccharomyces, Brettanomyces a Pediococcus se 
vyskytují společně. Obecně platí, že kvasinky kromě rodu Saccharomyces dominují 
v počáteční fázi vinifikace a teprve poté následuje rod Saccharomyces, který dokončí 
alkoholové kvašení. Během stárnutí vína se mohou objevit druhy kvasinek, které způsobují 
kažení. Dominanci daného druhu ve fázích fermentace ovlivňuje mnoho faktorů. Značný vliv 
mají podmínky, kterým jsou vystaveny ještě před sklizní (vlhkost, mechanické poškození 
hroznů, napadení škůdci, použití fungicidů a stupeň zralosti). Další faktory nastupují po 
sklizni. Jedná se především o fyzikální a chemické vlivy působící na mošt/víno, kvalitu 
sanitace a metabolické interakce mezi mikroorganismy [12]. 
Pochopení mikrobiální ekologie během vinifikace je komplikováno tím, že 
mikroorganismy mohou také existovat ve stavu známém jako „životaschopné, ale ne 
kultivovatelné“ (viable-but-non-culturable, VBNC). VBNC mikroorganismy špatně rostou na 
mikrobiologických médiích a vykazují nízkou úroveň metabolické aktivity [49].  
Růst VBNC mikroorganismů obvykle indukuje odezva na stres, jako je osmotický tlak, 
teplota, koncentrace kyslíku, a další. VBNC mohou způsobovat chybné výsledky identifikace 
mikroorganismu v průběhu vinifikace, což vede k nesprávným závěrům ohledně dynamiky 
populace. 
 
2.3 Identifikace kvasinek metodou RFLP – PCR  
 
Klasická mikrobiologie se opírala o informace získané z neznámých mikroorganismů 
pomocí biochemických testů k identifikaci rodu a druhu. Obvykle byl vyžadován velký počet 
testů a jednalo se o pomalý a nákladný proces, pokud měl být výsledek přesný a jednoznačný. 
Nicméně pro rychlou orientační identifikaci je tato metoda stále vhodná. Pomocí 
mikroskopických technik lze získat informace týkající se tvaru, velikosti a uspořádání buněk. 
Příkladem může být detekce malých buněk citronového tvaru na začátku fermentace, což 
naznačuje přítomnost rodu Kloeckera nebo Hanseniaspora. Tyto techniky popisují buňku a 
její životní projevy. Jedná se o tzv. fenotypové identifikace.  
 V průběhu vývoje mikrobiologie došlo k velkému pokroku v technikách identifikace. 
Téměř všechny jsou založeny na využití znalostí molekulární mikrobiologie. Malou skupinu 
pak tvoří identifikace založená na detekci proteinů, izoenzymů a mastných kyselin. Kvasinky 
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mohou být spolehlivě charakterizovány na základě rozdílů v DNA nebo RNA sekvencích. 
Během posledních deseti let se staly molekulární techniky nejdůležitějšími nástroji 
identifikace nejen kvasinek, ale všech oborů mikrobiologie [50].  
 Pro identifikaci kvasinek v praktické části této práce byla použita technika RFLP – PCR. 
Před samotnou identifikací je nutné DNA izolovat a amplifikovat oblast genu, která bude 
podrobena restrikční analýze. 
   
2.3.1 Izolace DNA 
 
2.3.1.1 Fenol – chloroformová izolace 
 
Fenol – chloroformová extrakce je široce využívána v molekulární biologii pro izolaci 
DNA a RNA. Vzorek je nejprve nutné podrobit lýze. Pro lýzu lze použít enzymy štěpící 
buněčnou stěnu, jako jsou proteináza K a lysozym, anebo detergenty. K lyzátu je poté přidána 
směs fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu. Dochází ke vzniku dvoufázové směsi, protože 
chloroform není mísitelný s vodou. Směs je protřepávána a fenol tak může srážet bílkoviny. 
Po ukončení protřepávání je směs centrifugována a proteiny zůstávají na fázovém rozhraní 
voda – chloroform v podobě prstence. Dále se pracuje pouze s vrchní vrstvou obsahující 
DNA. Tento krok se obvykle opakuje pro zvýšení čistoty DNA. Izoamylalkohol zvyšuje 
rozpustnost fenolu. V posledním kroku je nutné odstranit zbytky fenolu. Toho lze dosáhnou 
přidání chloroformu s izoamylalkoholem v poměru 24:1. DNA je pak vysrážena pomocí 
ethanolu a centrifugací je získána peleta DNA. Čistotu izolovaných nukleových kyselin lze 
stanovit spektrofotometricky. Přebytek RNA lze odstranit působením RNázy [51].  
 
2.3.1.2 Adsorpce na silikát 
 
Druhá často používaná izolační metoda je založena na zjištění, že DNA v přítomnosti 
tzv. chaotropních solí adheruje na silikátový povrch. K lyzátu je přidána chaotropní sůl a 
suspenze silikátových částic. Protřepáváním směsi dochází k ulpívání DNA na částicích. 
Proteiny a ostatní nežádoucí látky zůstávají v roztoku. Pro centrifugaci je roztok slit. Získaná 
čistá DNA zůstává na částicích. Tu lze z povrchu částic uvolnit přidáním vody. 
Po odstředění zůstanou na dně jen samotné částice, nad nimi je čistý roztok DNA [52]. 
2.3.1.3 Izolační postup využívající komerční sety 
 
Komerční sety přinesly zjednodušení a urychlení izolace. Použití těchto setů umožňuje 
dosáhnout vysoké čistoty extrahované DNA. Pro izolaci kvasinek v praktické části byl použit 
komerční set UltraCleanTM  Microbial DNA Isolation Kit. Set obsahuje všechny potřebné 
roztoky a mikrozkumavky. Pro práci stačí vybavení centrifugou a mikropipetou.  Prvním 
nezbytným krokem je zkoncentrování buněk na centrifuze, kdy dojde k vytvoření pelety. 
Peleta je v dalším kroku rozpuštěna ve speciálním tzv. rozbíjecím pufru, který rozptýlí buňky 
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kvasinek pro následující lýzu. V následujícím kroku je přidán roztok SDS. SDS je aniontový 
detergent a pomáhá rozrušit buněčnou membránu. Mechanické rozrušení buněčných struktur 
včetně buněčné stěny zajišťuje křemičitý písek během vortexování. Centrifugací jsou 
odstraněny zbytky buněčných struktur, DNA je obsažena v supernatantu. Další čištění je 
založeno na navázání DNA na křemičitou membránu v kolonce. Centrifugací se odstraní 
zbytek nežádoucích složek. DNA je na kolonce promyta roztokem ethanolu, čímž dojde 
k odstranění reziduálních solí a dalších kontaminantů. Nakonec je DNA aplikací elučního 
pufru z vazby na membránu uvolněna [53].  
  
2.3.2 PCR 
 
Technika polymerázové řetězové reakce (polymerase chain reaction, PCR) umožňuje 
namnožit vzorek DNA. Jde o velmi citlivou reakci, která je schopna i z jediné molekuly DNA 
naamplifikovat až 109 molekul. Průběh takové reakce trvá jenom několik hodin. Výhodou je 
fakt, že metoda probíhá in vitro. Alternativním způsobem množení DNA je její klonování ve 
vektorech in vivo, což je však mnohem náročnější na čas a celkové provedení. 
Princip PCR je založen na faktu, že v buňkách přirozeně probíhá replikace DNA, která 
vyžaduje DNA polymerázu. Pomocí izolované polymerázy lze syntetizovat řetězce dsDNA in 
vitro. Podstatou PCR je cyklicky se opakující syntéza nových úseků DNA ve směru 5'→3' 
pomocí komerčně dodávané polymerázy. Reakce probíhá v termocykléru, který zajišťuje 
požadovanou teplotu. Reakční směs je umístěna ve zkumavce. Termocyklér umožňuje rychlé 
a přesné změny teploty, které jsou důležité pro průběh jednotlivých kroků reakce.  
 
2.3.2.1 Komponenty pro PCR 
 
PCR vyžaduje pro průběh reakce kromě polymerázy také reakční pufr, směs 
deoxyribonukleotidů (dNTP), primery, vodu a DNA. DNA polymeráza musí být teplotně 
odolná. Na začátku každého cyklu dochází k denaturaci templátové DNA. Vyšší teplota by 
běžně se vyskytující polymerázy poškodila a reakce by po stupni denaturace dál neprobíhala. 
Využívají se termostabilní polymerázy, které se vyskytují v mikroorganismech žijících 
v horkých pramenech. Jejich struktura odolává i denaturační teplotě, která se pohybuje kolem 
95 °C. Vhodným organismem, který má termostabilní DNA, je aerobní gramnegativní 
bakterie z kmene Deinococcus Thermus. Nejčastěji se používá tzv. Taq – polymeráza, 
nazvaná podle bakterie Thermus aquaticus. Dnes používané termostabilní polymerázy jsou 
dále vylepšeny metodami genové manipulace tak, aby byly ještě odolnější a lépe vyhovovaly 
použití v PCR. Komerčně dostupné polymerázy se získávají i z jiných kmenů  [54].  
Primery ohraničují oblast, která se bude amplifikovat. Jsou to krátké oligonukleotidy o 
délce 20 až 30 nukleotidů. Pro každou PCR, která má za cíl amplifikovat konkrétní úsek 
templátové DNA, je potřeba specifický pár primerů, které budou komplementární s oblastí, na 
kterou nasedají. Zároveň nesmí být komplementární vzájemně, protože by docházelo 
k dimerizaci. Zejména ne na 3' konci, kde překrytí dvou nebo tří basí může způsobit tvorbu 
dimeru. Optimální koncentrace primerů v reakci je mezi 0.1 až 1.0 mmol/l. 
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Deoxyribonukleotidy (dNTPs) jsou stavebními částmi nově syntetizované DNA. Pro reakci 
se používají deoxyribonukleotidy, které jsou součástí bází DNA. Dávkují se ve směsi (dATP, 
dGTP, dCTP dTTP) v koncentraci 200 µmol/l.  
Poslední složkou reakce je pufr. Udržuje stabilní pH a obsahuje další složky pro optimální 
aktivitu a stabilitu DNA polymerázy. Obsahuje Mg2+ ionty ve formě MgCl, které slouží jako 
kofaktor DNA polymerázy. Dalšími nezbytnými složkami jsou Tris-HCl a KCl, případně 
Na2SO4.  
 
2.3.2.2 Průběh PCR 
 
Průběh reakce se skládá ze série 20 až 40 opakovaných změn teploty. Každý z těchto cyklů 
se obvykle skládá ze tří diskrétních teplotních stupňů. Použité teploty a délky časů pro 
jednotlivé stupně závisí na řadě parametrů. Mezi ně patří především druh polymerázy použitý 
pro syntézu DNA, koncentrace dNTPs ve směsi a teplotě tání (Tm) primerů [55]. Jednotlivé 
stupně mají pevně určené pořadí: 
 
 Inicializace 
Inicializace je na začátku reakce a neopakuje se v každém cyklu. Dochází k ohřevu na 
teplotu 94 až 96 °C (98 °C v případě použití extrémně termostabilní polymerázy) po 
dobu maximálně 10 minut. Tento krok je nutný pouze u DNA polymeráz, které vyžadují 
tepelnou aktivaci, tzv. Hot-Start [56].  
 
 Denaturace 
Tento krok je prvním pravidelně se opakujícím krokem a sestává z ohřevu na teplotu 94 
až 98 °C po dobu 20 až 30 sekund. Dochází k rozrušení vodíkových můstků v molekule 
DNA a k rozvolnění dvoušroubovice. Vzniká tak jednovláknová DNA (ssDNA).  
 
 Annealing 
Reakční teplota se sníží na 50 až 65 °C po dobu 20 až 40 sekund. Tyto podmínky 
umožní nasednutí primerů na jednovláknovou DNA. Teplota nasedání primerů je o 3 až 
5 °C pod Tm použitých primerů. Stabilní DNA – DNA vodíkové můstky vznikají pouze 
v případě, že sekvence je komplementární s primery [57].  
 
 Syntéza DNA 
Teplota v tomto kroku závisí na použité DNA polymeráze. Taq polymeráza má 
optimální aktivitu při teplotě 75 až 80 °C. Používá se však při nižších teplotách, obvykle 
při 72 °C [58]. Během tohoto kroku DNA polymeráza syntetizuje nový řetězec DNA 
komplementární k řetězci DNA templátu. K syntéze využívá dNTPs, které jsou 
komplementárně vázány k templátu ve směru 5 '→3'. Elongace závisí jak na použité 
DNA polymeráze, tak i na délce DNA fragmentu. Při optimální teplotě je DNA 
polymeráza schopna polymerovat tisíce bází za minutu. Za ideálních podmínek, tj. v 
případě, že nejsou žádná omezení v důsledku nedostatku substrátu, je v každém kroku 
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elongace množství DNA zdvojnásobeno. Množství amplifikované DNA tak roste 
exponenciální rychlostí. Schématické znázornění průběhu amplifikace je na obr. 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 4: Schématické znázornění průběhu amplifikace. 1 – DNA templátu, 2 – 
denaturace DNA na ssDNA, 3 – nasedání primerů, 4 – syntéza DNA [59].  
 
Na závěr je v posledním cyklu krok elongace prodloužen na 5 až 15 minut za účelem 
spotřebování veškeré volné ssDNA. Poté je reakční směs ochlazena obvykle na 4 °C. Dojde 
k zastavení veškerých reakcí a takto připravený PCR produkt lze přechodně uchovat, než 
bude dále zpracován.  
 
2.3.3 Restrikční analýza 
 
Restrikční mapování fragmentů (PCR Restriction Fragment Lenght Polymorphism, PCR – 
RFLP) byla vůbec jednou z prvních DNA technik. Jedná se o jednoduchý postup, ve kterém je 
DNA štěpena restrikčními endonukleázami a získané fragmenty jsou odděleny elektroforézou 
v agarózovém gelu. Gel obsahuje barvivo, které se váže na fragmenty DNA a pod UV 
osvětlením fluoreskuje.  DNA je specifická pro každého jedince druhu a logicky by nemělo 
být možné sestavit algoritmus, který by dokázal identifikovat jednotlivé druhy, případně 
varianty druhů, protože by vznikalo velké množství různých fragmentů. Existují však 
specifické endonukleázy, které štípou DNA na přesně daném tzv. restrikčním místě a vznikají 
tak fragmenty, jejichž velikost omezuje výběr. Pokud se kombinují různé endonukleázy, lze 
postupně vylučovací metodou spolehlivě určit druh [60].  
Restrikční endonukleázy jsou klasifikovány názvoslovím navrženým Smithem a 
Nathanem. Každá restrikční endonukleáza nese kódové označení. První písmeno udává 
počáteční písmeno rodu, ze kterého je enzym izolován, druhé a třetí značí produkční druh. 
Jako příklad jedné běžně používané RE můžeme uvést enzym HaeIII rozpoznávající sekvenci 
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5' GGCC 3'. Producentem je bakterie Haemophilus aegypticus. Římskou číslicí se potom 
odlišuje více enzymů produkovaných jedním mikroorganismem [61, 62].  
Izolace DNA a její amplifikace jsou prvními kroky analýzy. Poté začíná vlastní restrikční 
analýza. PCR produkt je inkubován společně s vybraným restrikčním enzymem. Pro 
praktickou část této práce byly použity enzymy HaeIII, HinfI a HhaI, které pro digesci 
fragmentu DNA vyžadují reakci trvající 16 hodin při teplotě 37 °C. Během reakce dochází k 
naštípání namnoženého úseku DNA.  
 
2.3.4 Detekce DNA fragmentů  
 
Jako detekční metoda byla zvolena gelová elektroforéza. Princip elektroforézy spočívá 
v migraci elektricky nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém poli. Toto elektrické pole 
se vytváří vkládáním konstantního elektrického napětí mezi elektrody. V případě zónové 
elektroforézy je pole tvořeno základním elektrolytem, který zajišťuje dostatečnou elektrickou 
vodivost v celém systému. Vzorek je dávkován do určitého místa tohoto systému. Kationty 
migrují k zápornému pólu, anionty ke kladnému a neutrální molekuly či částice setrvávají na 
místě. Vlivem odlišné rychlosti migrace složek vzorku se v průběhu separace vytvářejí 
oddělené zóny jednotlivých složek. Velikost nabitých částic může být různá, od jednoduchých 
iontů až po makromolekuly [63].  
 
 
Rychlost elektroforézy lze vyjádřit následujícím vztahem: 
 
 
kde 
υ lineární rychlost pohybu částice, 
C  parametr závisející na tvaru částic a tloušťce elektrické dvojvrstvy 
E  intenzita elektrického pole 
ζ elektrokinetický potenciál 
εr relativní permitivita kapaliny 
ε0 permitivita vakua 
η  viskozita prostředí 
Elektrokinetický potenciál (zeta – potenciál) je rozdíl potenciálů na pohybovém rozhraní, 
který se ustavuje při relativním pohybu tuhé fáze s elektrickou dvojvrstvou vůči roztoku. 
Znaménko ζ – potenciálu je opačné než znaménko iontů vnější vrstvy elektrické dvojvrstvy. 
Elektrokinetický potenciál je značně ovlivňován přídavkem elektrolytů, a to i v malých 
koncentracích. Je příčinou vzniku elektrokinetických jevů [64]. 
 
Jako molekulové síto vhodné pro separaci molekul DNA lze použít agarózový gel. Gel 
díky polymeraci vytváří složitou prostorovou síť makromolekul. Mezi jednotlivými vlákny 
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vznikají póry, které mají dostatečnou velikost na to, aby jimi mohl projít fragment DNA. 
Velikost póru je ovlivněna koncentrací agarózy.  
Agaróza je polysacharid, který je obsažen v mořských řasách rodů Gelidium a Gracilaria. 
Monomerem agarózy je disacharid agarobiosa, které se skládá z β-D-galaktopyranózy a  
3,6-anhydro-α-L-galaktopyranózy [65]. Agarózový gel vzniká po ochlazení roztoku agarózy, 
který byl přiveden k varu. Tento proces je označován jako tzv. gelifikace. Gelifikací vzniká 
želatinová hmota, kde jsou mezery v síti vláken vyplněny vodou (resp. pufrem, který byl 
použit k přípravě roztoku agarózy). Z běžných agaróz lze připravit gel, obsahující 0,7 - 2,5 % 
agarózy, velikost pórů v gelu se pak typicky pohybuje mezi 100 a 300 nm. Strukturu agarózy 
zobrazuje obr. 5.  
 
 
 
 
Obr. 5: Základní stavební jednotka agarózy: agarobiosa. 
 
 
2.4 Chemický rozbor vína  
 
Během procesu vinifikace dochází k mnoha chemickým změnám, které způsobuje činnost 
kvasinek a také dalších mikroorganismů. Mění se pH, cukry jsou metabolizovány na alkohol, 
vznikají různé organické kyseliny a mnoho dalších změn. Chemický rozbor vína zahrnoval 
stanovení redukujících sacharidů metodou Somogyiho - Nelsona, enzymatické stanovení 
ethanolu s využitím enzymu alkoholdehydrogenázy a stanovení titrovatelných kyselin. Tyto 
hodnoty jsou důležitými parametry pro hodnocení kvality vína a moštů.  
 
2.4.1 Stanovení redukujících sacharidů metodou Somogyiho-Nelsona 
 
Metoda je založena na redukci měďnaté soli redukujícím sacharidem.  Jako měďnatá sůl se 
používá CuSO4, který je obsažen v Somogyiho – Nelsonově činidle II. Dojde k redukci na 
oxid měďný. Reakce probíhá za horka v alkalickém prostředí. V praxi to znamená vaření ve 
vodní lázni. Vyredukovaný oxid měďný tvoří s arsenomolybdenovým Somogyiho – 
Nelsonovým činidlem III modrozelený komplex, jehož koncentrace se určí proměřením 
absorbance při vlnové délce 720 nm na spektrofotometru. Metoda je udávána s přesností  
± 0,01 mg [8, 3].  
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2.4.2 Enzymatická metoda stanovení ethanolu 
 
Enzymatická metoda stanovení ethanolu využívá biokatalytické reakce, při níž je ethanol 
oxidován v přítomnosti enzymu alkoholdehydrogenázy. Reakce se účastní koenzym NAD. 
Ten je během reakce převeden na redukovanou formu NADH + H. Redukovaná forma 
koenzymu se stanovuje spektrofotometricky [8].   
2.4.3 Stanovení titrovatelných kyselin  
 
Toto stanovení umožňuje určit množství všech těkavých i netěkavých volných kyselin a 
kyselých solí. Výjimkou je kyselina uhličitá. Metoda spočívá v neutralizaci těchto látek 
hydroxidem sodným nebo draselným. Před zahájením titrace se vzorek zahřívá na 80 °C, aby 
unikl oxid uhličitý. Vzorek vína se titruje po ochlazení do pH 7. Tímto postupem lze z 
celkového množství titrovatelných kyselin stanovit pomocí přepočítávacího faktoru obsah 
kyseliny vinné ve vzorku vína [66].   
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3 PRAKTICKÁ ČÁST 
 
3.1 Instrumentální vybavení, použité chemikálie a mikroorganismy 
 
3.1.1 Instrumentální vybavení a pomůcky 
 Analytické váhy (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
 Bakteriologické kličky 
 Buničitá vata 
 Bunsenův kahan  
 Centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Německo) 
 Elektroforetická vana (Owl separation systeme, model B2, (Biotech s.r.o., ČR) 
 Exsikátor 
 Laboratorní sklo 
 Lednice a mrazák k uchování vzorků DNA 
 Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., ČR) 
 Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Německo) 
 Mikrovlnná trouba ETA 1195 (ČR) 
 Mikrozkumavky Eppendorf 
 Minicentrifuga National LABNET C – 1200 (Biotech s.r.o., ČR) 
 NanoPhotometerTM  UV/Vis (Implen GmbH, Mnichov, Německo) 
 Parafilm (American Nacional CanTM, USA) 
 PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Itálie) 
 Plastové Petriho misky 
 Předvážkové váhy EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
 QubitTM  Fluorometer (InvitrogenTM) 
 Spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA) 
 Sterilní box pro mikrobiologickou práci 
 Stojan 
 Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA) 
 Termostat IP 100-U LTE SCIENTIFIC, (Velká Británie) 
 Transluminátor (Ultra Lum. INC, USA) 
 Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., ČR) 
 Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., ČR) 
 
3.1.2 Softwarové vybavení 
 BioNumerics 6.5 
 Microsoft Office Excel 2007 
 Microsoft Office Word 2007 
 Scion Image  
 Zotero 4.0 
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3.1.3 Chemikálie a pomocné látky 
 10× Taq pufr pro PCR mix (Invitek, Německo) 
 Agar, kvasniční extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie) 
 Agaróza pro elektroforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR) 
 Alkoholdehydrogenáza (Sigma – Aldrich, Německo) 
 Délkový standard 20 bp a 100 bp a 100 plus bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR) 
 dNTP mix (Invitek, Německo)  
 Ethanol bezvodý pro UV spektrometrii – C2H5OH (Lach-Ner, ČR) 
 Ethidium bromid (Serva Bitech, Německo) 
 Glukóza – C6H12O6 (Lachema, ČR) 
 Heptahydrát hydrogenarseničnanu sodného – Na2AsO4.7H2O (Fluka, Německo) 
 Hydrogenuhličitan sodný –  Na2HCO3 (Lachema, ČR) 
 Hydroxid sodný – NaOH (Lach-Ner, ČR)  
 CH3COONa, EDTA, Ethanol, H3BO3, HCl, NaOH, Na2CO3, Tris 
 Komerční sada Ultra CleanTM  Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon)  
 Kyselina sírová – H2SO4  (Lach-Ner, ČR) 
 Molybdenan amonný tetrahydrát – (NH4)6Mo7O24·4H2O (Lachema, ČR) 
 Nanášecí pufr Loading buffer (Fermentas, Litva)  
 Parafínový olej 
 Pentahydrát síranu měďnatého CuSO4.5H2O (Lach-Ner, ČR) 
 Primery ITS1, ITS4 (Invitek, Německo) 
 Quant-iTTM  ds DNA HS Assay Kit 0,2 – 100 ng 
 Restrikční endonukleasy –  HaeIII, HinfI, HhaI, (BioLabs,TaKaRa) 
 Síran sodný bezvodý – Na2SO4 (Lachema, ČR)   
 Sladina (pivovar Starobrno s.r.o., ČR) 
 ß-Nikotinamidadenindinukleotid – C21H27O14P2 (Serva, Německo) 
 Sterilní a deionizovaná voda 
 Taq DNA polymerasa (Invitek, Německo) 
 Uhličitan sodný bezvodý – Na2CO3 (Lach-Ner, ČR) 
 Vinan sodno-draselný – C4H4O6KNa (Lachema, ČR) 
 Voda pro PCR 
 
3.1.4 Kvasinky 
 
Byla použita komerční kultura Saccharomyces cerevisiae BS6, kterou byl zaočkován vinný 
mošt po vylisování hroznů. 
 
3.1.5 Živné médium pro kvasinky 
 
Sladinový extrakt byl v Erlenmayerově baňce zředěn vodou na cukernatost 7 °ČSN a pH 
bylo upraveno uhličitanem sodným na hodnotu 6,8. Poté byl přidán agar a směs byla 
promíchána a varem sterilizována po dobu 20 minut. Kultivační médium bylo následně nalito 
do Petriho misek a zkumavek. 
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3.1.6 Příprava TBE pufru 
 
Pro přípravu TBE pufru byl použit 0,5 M roztok EDTA, Tris a H3BO3. Roztok EDTA byl 
připraven rozpuštěním 9,36 g EDTA ve 35 ml deionizované vody, který byl v odměrné baňce 
doplněn na 50 ml. Pro úpravu pH na hodnotu 8 byl použit 0,5% roztok NaOH. V dalším 
kroku bylo 40 ml nalito do odměrné baňky a přidáno 108 g Tris a 55 g H3BO3. Směs byla 
rozpuštěna a doplněna neionizovanou vodou na 1000 ml. Takto byl připraven 10×TBE pufr. 
Tento 10×TBE pufr slouží jako zásobní roztok. Pro další použití byl zředěn 10× na 1×TBE 
pufr. Ten byl používán k přípravě gelů. Vodivostní pufr, kterým se v kádi zalévá gel, byl 
získán tak, že byl do 1×TBE přidám ethidium bromid. Ethidium bromid byl přidán ve formě 
roztoku, který byl získán rozpuštěním 10 mg ethidium bromidu v 1 ml neionizované vody.  
 
3.1.7 Příprava EtBr 
 
Množství 10 mg ethidium bromidu bylo naváženo do mikrozkumavky eppendorf a 
rozpuštěno v 1 ml destilované vody. Ethidium bromid byl použitý pro vizualizaci fragmentů 
DNA na gelu. 
 
3.1.8 Příprava agarózového gelu 
 
Jako molekulové síto pro elektroforézu byl použit 2% agarózový gel. Ten byl získán 
rozpuštěním 3 g agarózy ve 150 ml 1×TBE pufru. Směs byla důkladně promíchána. Dokonalé 
rozpuštění agarózy bylo zajištěno varem v mikrovlnné troubě s průběžným mícháním po dobu 
tří minut.  
 
3.2.8 Příprava 3 M octanového pufru 
  
Množství 2,46 g CH3COONa bylo rozpuštěno v destilované vodě. Pomocí koncentrované 
HCl bylo pH upraveno na hodnotu 5,5. Roztok byl kvantitativně převeden do 10 ml odměrné 
baňky a doplněn destilovanou vodou po rysku. Takto připravený roztok byl uchován při 4 °C. 
 
 
3.2.9 Příprava 80% ethanolu 
  
Objem 1,6 ml 96% ethanolu byl smíchán s 0,32 ml destilované vody. Roztok byl 
skladován při - 20 °C.  
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3.2.10  Příprava PCR směsi 
  
PCR směs byla připravena smícháním následujících komponent: 
  
sterilní voda     123 µl 
pufr  15 µl 
dNTP mix  3 µl  
primer ITS1   1,5 µl  
primer ITS4  1,5 µl 
 
K celkovému množství 144 µl připravené směsi byly přidány 3 µl templátové DNA a 3 µl 
termostabilní DNA polymerázy. Negativní kontrola byla připravena stejným způsobem, ale 
místo templátové DNA byly k reakční směsi přidány 3 µl sterilní vody. 
 
3.1.8.1 Stanovení redukujících sacharidů  
 
 Somogyiho roztok I.  
Bylo naváženo 24 g bezvodého  Na2CO3, 16 g NaHCO3, 12 g C4H4O6KNa a 144 g 
Na2SO4 a doplněno destilovanou vodou na 800 ml.  
 
 Somogyiho roztok II.  
Byly naváženy 4 g CuSO4 . 5H2O a 36 g bezvodého Na2SO4. Složky byly převedeny 
do roztoku a doplněno destilovanou vodou na 200 ml.  
 
 Nelsonovo činidlo:  
Bylo naváženo 25 g molybdenanu amonného a rozpuštěno ve 450 ml vody. Poté bylo 
přidáno 21 ml koncentrované H2SO4 a 2,0 g Na2HAsO4. 7H2O ve 25 ml H2O. Před 
použitím byl roztok uchován při 37 °C po dobu 48 hodin.  
 
3.1.8.2 Stanovení titrovatelných kyselin 
 
Byl připraven standardní roztok hydroxidu sodného. Bylo naváženo 4,0066 g NaOH a toto 
množství bylo rozpuštěno v 1 l destilované vody. Takto připravený roztok měl koncentraci 0,1 
mol.l
-1
. 
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3.2 Pracovní postupy 
 
3.3.1 Izolace DNA 
  
Izolace kvasinkové DNA byla provedena za použití komerčního setu UltraCleanTM 
Microbial DNA Isolation Kit. Bylo postupováno dle přiloženého návodu. Do rozbíjecí 
zkumavky bylo napipetováno 300 µl rozbíjecího pufru. Pomocí kličky byla z kultury 
odebrána dvě očka, která byla následně rozsuspendována v pufru. Ke směsi bylo přidáno 50 
µl roztoku MD1 a vše bylo jemně zvortexováno. Mikrozkumavky byly vloženy v horizontální 
poloze do adaptéru vortexu a vortexovány při maximální rychlosti 10 minut. Poté byly 
centrifugovány 1 minutu při 10000×g. Supernatant byl přenesen do čisté mikrozkumavky, k 
roztoku bylo přidáno 100 µl MD2, směs byla zvortexována a inkubována 5 minut při 4 °C. Po 
opětovné centrifugaci po dobu 1 minutu při 10000×g byl supernatant přenesen do čisté 
mikrozkumavky, k roztoku bylo přidáno 900 µl MD3 a směs byla zvortexována. Na kolonku 
bylo přeneseno 700 µl takto vzniklého roztoku a centrifugováno 1 minutu při 10000×g. 
Přefiltrovaný roztok byl odstraněn. Na tutéž kolonku byl přenesen zbytek roztoku a kolonka s 
roztokem byla opět centrifugována po dobu 1 minuty při 10000×g. Přefiltrovaný roztok byl 
odstraněn, do kolonky bylo přidáno 300 µl roztoku MD4 a centrifugováno 1 minutu při 
10000×g. Kolonka byla opatrně přenesena do čisté mikrozkumavky, do středu bílé membrány 
uvnitř kolonky bylo napipetováno 50 µl roztoku MD5 a následně centrifugováno (1 minuta, 
10000×g). Kolonka byla odstraněna a roztok DNA v mikrozkumavce byl připraven pro další 
aplikace. Roztok byl uchován při – 20 °C.  
 
3.2.1 PCR  
 
K celkovému množství 144 µl připravené směsi byly přidány 3 µl templátové DNA a 3 µl 
termostabilní DNA polymerázy. Směs byla zvortexována, vložena do termocykléru, kde byla 
namnožena pomocí polymerázové řetězové reakce. K amplifikaci oblasti 5·8S-ITS rDNA 
byly použity primery ITS1 a ITS4. Primery byly dodány v lyofilizované formě a před 
použitím je bylo nutno rozpustit ve sterilní vodě. Doba trvání jednotlivých kroků a teplotní 
profil jsou uvedeny v tabulce č. 2. 
 
Tab. 2: Reakční podmínky polymerázové řetězové reakce 
 
Stupeň reakce Teplota (°C) Délka reakce (min) 
Denaturace 94 4 
Annealing 
94 1 
48 0,5 
72 1 
Syntéza DNA 72 10 
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3.2.2 Elektroforetická detekce PCR produktu 
  
PCR produkt byl následně detekován s využitím horizontální elektroforézy na 2% 
agarózovém gelu. Podle počtu analyzovaných vzorků byly použity různé velikosti van pro 
objemy gelů (60, 40 a 30 ml).  
 
3.2.2.1 Příprava gelu  
 
Před nalitím do vany bylo odměřeno potřebné množství gelu dle použité vany a byl do něj 
přidán ethidium bromid v množství 10 000× menším, než byl objem gelu (3 µl, 4 µl, 6 µl). Po 
ztuhnutí byl gel ve vaně přelit 10× TBE pufrem tak, aby hladina byla asi 1 mm nad povrchem 
gelu. 
 
3.2.2.2 Nanášení na gel 
 
Vzorky byly na gel nanášeny následujícím způsobem: 1 µl nanášecího pufru a 5 µl vzorku 
bylo pomocí pipety promícháno ve špičce. Do jamky na gelu bylo pipetováno 5 µl této směsi.  
Negativní kontrola byla připravena stejným způsobem a nanášena ve stejném množství. Po 
okrajích gelu byly vyneseny délkové standardy 100 bp v množství 4 µl.  
 
3.2.2.3 Podmínky elektroforézy 
 
Napětí pro jednotlivé vany a doba trvání separačního procesu jsou uvedeny v tabulce č. 3. 
 
Tab. 3: Podmínky separačního procesu elektroforézy 
 
Vana č. Objem (ml) Napětí (V) Délka separace (min) 
1 60 65 
120 2 40 55 
3 30 45 
 
3.2.3 Přečištění PCR produktu 
 
Množství 20 µl amplifikované DNA bylo smícháno s 2 µl octanového pufru. Směs byla 
zvortexována a ke směsi bylo přidáno 60 µl 96% ethanolu vychlazeného na teplotu – 20 °C. 
Následovala centrifugace po dobu 30 minut při 4 °C a 15 000 otáčkách. Supernatant byl 
dekantován, do mikrozkumavky bylo přidáno 60 µl 80% ethanolu, obsah byl zvortexován  
a opět při stejných podmínkách centrifugován. Supernatant byl dekantován a mikrozkumavky 
byly zbaveny zbytku ethanolu vysušením v exsikátoru po dobu 15 minut. 
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3.2.4 Restrikční analýza 
 
Přečištěný PCR produkt ulpěl na stěně mikrozkumavky. K přečištěné DNA bylo 
pipetováno 13 µl sterilní vody, 1,5 µl pufru a 0,5 µl enzymu. V případě použití HhaI bylo k 
přečištěné DNA pipetováno 20 µl sterilní vody, 2 µl pufru a 1 µl enzymu. Vzorky byly 
následně inkubovány při 37 °C po dobu 16 hodin v termocykléru. Následovala inaktivace 
enzymu po dobu 20 minut a 80 °C. Poté byl produkt elektroforeticky separován a 
vizualizován stejným způsobem jako PCR produkty. Negativní kontrola nebyla na gel 
nanesena. Jako pozitivní kontrola byly na gel naneseny PCR produkty o délkách shodující se s 
délkou amplikonu, který byl použitý pro restrikční analýzu. 
 
3.2.5 Stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho-Nelsona 
 
Do zředěného vzorku o objemu 1 ml bylo přidáno 0,5 ml Somogyiho – Nelsonova činidla I 
a II. Směs byla vložena do vroucí vodní lázně po dobu 10 minut. Po vyjmutí a ochlazení na 
laboratorní teplotu bylo přidáno 0,5 ml Somogyiho – Nelsonova činidla III. Směs byla 
promíchána, přičemž došlo k rozpuštění vyloučeného oxidu měďnatého. Roztok změnil barvu 
na modrozelenou až zelenou a byl doplněn destilovanou vodou na celkový objem 10 ml. Poté 
byla změřena absorbance při vlnové délce 720 nm. Pro kalibrační křivku byly připraveny 
vodné roztoky glukózy o koncentracích 0,000; 0,005; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 
0,035; 0,040; 0,045; 0,050 g·l-1. Pro stanovení jejich absorbance bylo použito stejného 
postupu jako pro ostatní vzorky.   
 
3.2.6 Stanovení titrovatelných kyselin 
 
Vzorky moštu byly zahřáty na teplotu 80 °C, čímž došlo k odstranění nežádoucího oxidu 
uhličitého, který by ovlivnil výsledky měření. Poté byly vzorky zchlazeny na laboratorní 
teplotu. Vzorek byl v kádince umístěn na magnetickou míchačku, do které byla vložena 
elektroda a byretou byl přikapáván standardní roztok hydroxidu sodného do pH 7. Hodnota 
pH byla měřena na kalibrovaném pH metru. 
 
3.2.7 Stanovení obsahu ethanolu 
 
Bylo pipetováno 20 µl vzorku moštu, ke kterému bylo přidáno 160 µl tlumivého roztoku, 
10 µl připraveného roztoku alkoholdehydrogenázy a 10 µl připraveného roztoku NAD. Ihned 
po promíchání byla směs změřena spektrometrem při vlnové délce 340 nm. Reakce probíhala 
15 minut a po uplynutí této doby byla opět změřena absorbance. Na kalibrační křivku byly 
připraveny standardní roztoky ethanolu ředěné tlumivým roztokem, které obsahovaly 0,1; 
0,25; 0,50; 0,75 a 1% ethanolu. Tyto roztoky byly podrobeny stejnému testu jako vzorky 
moštů.  
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3.2.8 Stanovení pH 
 
Pro měření pH byl zvolen digitální pH metr. Byla provedena kalibrace pH metru na 
laboratorní teplotu pomocí pufrů roztoků o známých hodnotách pH. Do vzorku moštu byla 
ponořena elektroda a byla měřena hodnota pH, dokud se hodnota na displeji neustálila.  
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
4.1 Taxonomická identifikace 
 
Fermentace vína probíhala ve vinařském sklepě v mikulovské vinařské oblasti během 
vinařské sezóny 2012 podle tradičních postupů výroby vína. Fermentační proces probíhal 
v kádích o objemu 700 l, kdy bylo použito 500 kg hroznů odrůdy Rulandské modré  
(z integrované a ekologické produkce). Teplota ve sklepě byla v rozmezí 12-15 °C. Mošt byl 
řízeně kvašený za použití vinařského kmene S. cerevisiae BS6. Vzorky moštu byly odebírány 
v pravidelných intervalech po celou dobu kvašení.  
 
4.1.1 Odběr vzorků a filtrace moštu 
 
Odběr vzorků byl proveden ve sterilních podmínkách do vyautoklávovaných reagenčních 
lahví s GL 45. Odebráno bylo vždy 500 ml moštu. Poté bylo 250 ml moštu přefiltrováno přes 
mikrobiologický filtr a filtrát byl uchován při -20 °C pro chemickou analýzu.  
 
4.1.2 Příprava čistých kultur kvasinek 
 
Mikrobiologické filtry byly kultivovány na předem připraveném sladinovém agaru při 
teplotě 26 °C po dobu tří dnů. Po dokončení kultivace byla takto získaná směsná kultura 
pomocí křížového roztěru a upravené Kochovy zřeďovací metody přečištěna na čisté kmeny 
kvasinek, ze kterých byla následně izolována DNA. Bylo získáno 55 vzorků.  
 
4.1.3 Izolace DNA 
 
DNA byla izolována za použití komerční sady Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit. 
Koncentrace vyizolované DNA se pohybovala v rozmezí 5 – 40 ng·µl –1. Izolovaná DNA byla 
uchovávána při teplotě – 20 °C. Takto získaná DNA byla připravena k amplifikaci, pro 
restrikční analýzu byla přečištěna.   
 
4.1.4 Amplifikace DNA 
 
Pro amplifikaci specifického úseku DNA byla zvolena oblast 5·8S-ITS rDNA. Pro 
amplifikaci této oblasti byly použity specifické primery ITS1 a ITS 4. Podmínky reakce byly 
nastaveny dle parametrů uvedených výše (kapitola 3.2.1).   
 
 
 
 
37 
 
4.1.5 Elektroforetická separace a detekce PCR produktu 
 
Pro elektroforézu byla zvolena velká vana a 2% agarózový gel. Doba dělení trvala 180 
minut. Napětí činilo 65 V. Delší doba dělení byla zvolena pro přesnější rozdělení fragmentů 
DNA. Velikost PCR produktů byla stanovena odečtením z elektroforeogramu s využitím 
standardů.  
Amplifikací DNA jednotlivých kvasinek a odečtením velikostí fragmentů  
z elektroforegramu  lze amplikony rozdělit do pěti skupin. Získané délky fragmentů byly 480 
bp, 500 bp, 530 bp, 790 bp a 880 bp. Velikost 480 bp poskytují rody Pichia, ale také 
Hanseniaspora. Fragmenty o velikost 500 bp mohou poukazovat na rody jako Candida a 
Issatchenkia. Fragment o velikost 790 bp naznačuje, že by se mohlo jednat o kvasinky rodu 
Zygosaccharomyces. Velikost fragmentu 880 bp může poskytovat rod Saccharomyces a lze se 
domnívat, že se jedná o komerční kvasinku Saccharomyces cerevisiae. Délky jednotlivých 
fragmentů jsou uvedeny v tabulce 4.  
Výsledkem kroku amplifikace DNA bylo namnožení specifického fragmentu DNA, který 
bude dále podroben restrikční analýze s využitím restrikčních endonukleáz. Z velikosti délky 
PCR produktu nelze kvasinky zařadit ani druhově. Bylo však ověřeno, že DNA náleží 
kvasinkám. 
Pro názornou ukázku byla zvolena malá vana, která umožňuje separovat maximálně 28 
vzorků, a byla vybrána pouze polovina gelu. Jsou viditelné nanesené rozdělné délkové 
standardy 100 bp po obou stranách gelu a fragmenty DNA vzorků. Ukázka dělení fragmentů 
PCR produktu je znázorněna na obr. 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 6: Ukázka dělení fragmentů DNA v 2% agarózovém gelu při konstantním napětí 65 V. 
 
S – délkový standard 100 bp, čísla značí pracovní označení vzorků kvasinek. 
   S100   99   100   101   102   103  104   105   106  107   108   109   110    S100   
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Tab. 4: Velikost amplifikované oblasti 5·8S-ITS rDNA jednotlivých typových kvasinek za 
použití primerů ITS1 a ITS4. 
 
 
 
Pracovní 
označení 
Velikost 
amplikonu (bp) 
  
Pracovní 
označení 
Velikost 
amplikonu (bp) 
1 
51 480   
4 
46 790 
54 480   64 790 
117 480   72 790 
66 480   73 790 
68 480   95 790 
93 480   97 790 
98 480   69 790 
99 480   100 790 
102 480   
5 
52 880 
107 480   53 880 
114 480   55 880 
48 480   56 880 
113 480   57 880 
70 480   58 880 
96 480   59 880 
63 480   60 880 
67 480   61 880 
71 480   62 880 
2 
94 500   103 880 
116 500   104 880 
118 500   105 880 
49 500   108 880 
50 500   109 880 
115 500   110 880 
101 500   111 880 
3 65 530  
112 880 
 
47 880 
 
106 880 
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4.1.6 Restrikční analýza (PCR – RFLP)  
 
Před samotnou restrikční analýzou byla DNA přečištěna precipitací ethanolem za účelem 
odstranění veškerých nežádoucích složek. Takto získaná čistá DNA byla teprve podrobena 
enzymatické digesci. Pro naštípání DNA na specifické fragmenty byly použity tři enzymy: 
HaeIII, HhaI a HinfI.  Podmínky digesce a postup je uveden v kapitole 3.2.4.  
Identifikace byla provedena porovnáním délek restrikčních fragmentů typových kvasinek 
ze sbírky kmenů kvasinek CCY z Chemického ústavu SAV v Bratislavě. Fragmenty DNA 
byly detekovány pomocí elektroforézy v 2 % agarózovém gelu. V následujících kapitolách 
jsou seřazeny obrázky gelů, obsahujících fragmenty DNA po provedené restrikční analýze 
jednotlivými restrikčními enzymy. Délky restrikčních fragmentů jsou pro přehlednost 
seřazeny do tabulek. Nejsou uvedeny veškeré snímky gelů z důvodu jejich velkého množství. 
Vždy je uveden pouze souhrn všech štěpných obrazů a ukázkový gel.  
 
4.1.6.1 Enzym HaeIII  
 
Restrikční endonukleáza HaeIII rozpoznává a štěpí místo 5' GG↓CC 3' DNA. Délky 
fragmentů po digesci tímto enzymem jsou uvedeny v tabulce č. 5. Ukázka štěpení enzymu pro 
vybrané druhy typových kvasinek je na obr. 7. Velikost štěpných fragmentů je uvedena 
v tabulce č. 5 a 6.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 7: Ukázka štěpení fragmentů DNA s využitím restrikční endonukleázy HaeIII.  
 S100 – délkový standard 100 bp, S20 – délkový standard 20 bp, čísla značí pracovní 
označení vzorků. 
 
    52     53      54      55      56      57     58      59      60      61      62   S100    S20   
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Tab. 5: Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HaeIII – část první.  
 
 
 
Pracovní 
označení 
Velikost RF  
(bp) 
Velikost 
amplikonu (bp) 
  117 310+140 480 
1 
66 310+140 480 
68 310+140 480 
93 310+140 480 
98 310+140 480 
99 310+140 480 
102 310+140 480 
107 310+140 480 
114 310+140 480 
48 310+140 480 
113 310+140 480 
70 310+140 480 
96 310+140 480 
101 310+140 500 
2 
52 320+240+180+140 880 
53 320+240+180+140 880 
55 320+240+180+140 880 
56 320+240+180+140 880 
57 320+240+180+140 880 
58 320+240+180+140 880 
59 320+240+180+140 880 
60 320+240+180+140 880 
61 320+240+180+140 880 
62 320+240+180+140 880 
103 320+240+180+140 880 
104 320+240+180+140 880 
105 320+240+180+140 880 
108 320+240+180+140 880 
109 320+240+180+140 880 
110 320+240+180+140 880 
111 320+240+180+140 880 
112 320+240+180+140 880 
47 320+240+180+140 880 
106 320+240+180+140 880 
 
 
Z tabulky je patrné, že většina vzorků vykazovala štěpný obraz ve dvou skupinách. První 
z nich je charakteristická dvěma fragmenty o délce 310+140 bp. Tento štěpný obraz neurčí 
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druh. Lze však říci, že vzorek 101 je druhem nezapadajícím do této skupiny, protože velikost 
PCR produktu je 500 pb, což je vyšší hodnota, než mají ostatní vzorky skupiny. Druhá 
skupina je nejobsáhlejší a je charakteristická štěpným obrazem 320+240+180+140 bp. 
Všechny vzorky této skupiny mají i stejnou velikost PCR produktu. Tento štěpný obraz je 
typický pro rod Saccharomyces. Rod Kluyveromyces má však rovněž zcela totožný obraz 
štěpení. Tímto enzymem také nelze odlišit jednotlivé druhy rodu Saccharomyces. Není tedy 
vhodný pro analýzu kvasinek tohoto rodu.  
 
 
Tab. 6: Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HaeIII – část druhá.  
 
 
 
Pracovní 
označení 
Velikost RF 
Velikost 
amplikonu (bp) 
3 
46 700+90 790 
64 700+90 790 
72 700+90 790 
73 700+90 790 
95 700+90 790 
97 700+90 790 
69 700+90 790 
100 700+90 790 
4 
51 350+90+70 480 
54 350+90+70 480 
49 350+90+70 500 
50 350+90+70 500 
65 350+90+70 530 
5 
63 310+50 480 
67 310+50 480 
6 
71 310+90 480 
74 310+90+70 480 
115 340+90 500 
7 
94 500 500 
116 500 500 
118 500 500 
 
 
Další skupina, která zahrnuje významné množství vzorků, je charakteristická štěpným 
obrazem 700+90 bp. Vzorky této skupiny mají i stejnou velikost PCR produktu a lze je 
předběžně zařadit do jednoho druhu. Fragment DNA čtvrté skupiny byl štěpen na 350+90+70 
bp. Velikost fragmentu PCR je však rozdílná, a to 480, 500 a 530 bp. Budou dále rozlišeny 
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štěpením dalšími enzymy. Skupina pátá zahrnuje pouze 2 vzorky a je charakteristická 
štěpným obrazem 310+50 bp. Šestá skupina obsahuje 3 vzorky, každý o rozdílném štěpném 
obrazu 310+90, 310+90+70 a 340+90. Z tabulky je patrné, že vzorky poslední skupiny (94, 
116, 118) nebyly restrikční endonukleázou HaeIII štěpeny, protože amplifikovaný fragment 
DNA neobsahuje specifickou sekvenci.  
 
4.1.6.2 Enzym HinfI  
 
Další restrikční endonukleázou, která byla použita pro analýzu, je HinfI.  Enzym HinfI 
rozpoznává a štěpí místo 5' G'ATC 3' DNA. Fragmenty získané štěpením PCR produktu jsou 
pro uvedeny v tabulce č. 7 a 8. Názorná ukázka štěpení tímto enzymem je na obr. 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 8: Ukázka štěpení fragmentů DNA s využitím restrikční endonukleázy HinfI.  
 S100 – délkový standard 100 bp, S20 – délkový standard 20 bp, čísla značí pracovní 
označení vzorků. 
 
 
 
Štěpením restrikční endonukleázou bylo získáno 6 skupin štěpných obrazů a několik 
dalších štěpných obrazů vždy po jednom vzorku. Z tabulky č. 7 je patrné, že k digesci došlo u 
všech vzorků fragmentů DNA. První skupina je charakteristická čtyřmi fragmenty o délce 
370+120+50+30 bp.  Druhá vykazuje štěpný obraz 210+170+110 bp. Velikosti PCR produktů 
jsou v rámci těchto skupin shodné.  
 
             55   63    64    65    66     67    68     69     70   71     62     73   S100    S20 
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Tab. 7: Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HinfI – část první.  
 
 
 
Pracovní 
označení 
Velikost RF 
Velikost 
amplikonu 
(bp) 
1  
52 370+120+50+30 880 
53 370+120+50+30 880 
55 370+120+50+30 880 
56 370+120+50+30 880 
57 370+120+50+30 880 
58 370+120+50+30 880 
59 370+120+50+30 880 
60 370+120+50+30 880 
61 370+120+50+30 880 
62 370+120+50+30 880 
103 370+120+50+30 880 
104 370+120+50+30 880 
105 370+120+50+30 880 
108 370+120+50+30 880 
109 370+120+50+30 880 
110 370+120+50+30 880 
111 370+120+50+30 880 
112 370+120+50+30 880 
47 370+120+50+30 880 
106 370+120+50+30 880 
2 
 
117 210+170+110 480 
66 210+170+110 480 
68 210+170+110 480 
93 210+170+110 480 
98 210+170+110 480 
99 210+170+110 480 
102 210+170+110 480 
107 210+170+110 480 
114 210+170+110 480 
48 210+170+110 480 
113 210+170+110 480 
70 210+170+110 480 
 
 
Tabulka č. 8 zobrazuje celkem 4 skupiny, z nichž každá obsahuje jednotné štěpné obrazy. 
Poslední skupina zahrnuje vzorky, které nelze přiřadit do žádné z uvedených skupin. Vzorky 
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vykazují délky fragmentů 350+220+160+50, 220+30, 280+120 a 210+170+110. Vzorky číslo 
65, 101, 115, 63, 67, 71, 74 a 96 jsou zobrazeny ve skupině 7. Každý z nich má rozdílný 
štěpný obraz a liší se i v délkách specifických fragmentů PCR produktů.  
 
 
Tab. 8: Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HinfI – část druhá.  
 
 
  
Pracovní 
označení 
Velikost RF 
(bp) 
Velikost 
amplikonu 
(bp) 
   3 
46 350+220+160+50 790 
64 350+220+160+50 790 
72 350+220+160+50 790 
73 350+220+160+50 790 
95 350+220+160+50 790 
97 350+220+160+50 790 
69 350+220+160+50 790 
100 350+220+160+50 790 
4 
94 220+30 500 
116 220+30 500 
118 220+30 500 
94 220+30 500 
116 220+30 500 
118 220+30 500 
5 
49 280+120 500 
50 280+120 500 
6 
51 210+170+110 480 
54 210+170+110 480 
 7 
65 310+230 530 
101 270 500 
115 290+210 500 
63 290+230 480 
67 310+230 480 
71 270+210 480 
74 250+190 480 
96 250+90+70 480 
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4.1.6.3 Enzym HhaI  
 
Enzym HhaI byl zvolen jako další restrikční endonukleáza. Tato restrikční endonukleáza 
štěpí místo 5' GCG↓C 3' DNA. Fragment DNA všech kvasinek byl tímto enzymem štěpen. 
Obr. 9 ukazuje výsledný obraz restrikčních fragmentů získaných digescí PCR produktu 
enzymem HhaI.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 9: Ukázka štěpení fragmentů DNA s využitím restrikční endonukleázy HhaI.  
 S100 – délkový standard 100 bp plus, S20 – délkový standard 20 bp, čísla značí pracovní 
označení vzorků. 
 
 
 
Výsledky štěpení jsou shrnuty v tabulkách č. 9 a 10. Štěpením PCR produktu o velikosti  
480 bp enzymem HhaI byly získány různé délky fragmentů. Restrikční obraz 
240+100+70+60 bp je nejčastější. Byl však získán i štěpný obraz 240+100+70+60 bp.  
Druhou skupinu tvoří délky fragmentů 380+350+150, které byly získány štěpením PCR 
produktu o velikosti 880 bp. Třetí skupinu tvoří štěpný obraz 320+280+90 po digesci PCR 
produktu o velikosti 790 bp. PCR produkt o velikosti 500 bp podával 3 typy štěpného obrazu, 
a to 230+100, 230+170 a 240+100+70+60.  
Restrikční endonukleáza HhaI byla posledním enzymem, který byl použit pro restrikční 
analýzu. Porovnáním štěpných obrazů všech tří enzymů pro jednotlivé vzorky lze určit druh 
kvasinek.  
 
 
         S100      S20      46     47     48     49    50      51    52    53      54     55    56    57     58 
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Tab. 8: Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HhaI – část první.  
 
 
 
Pracovní 
označení 
Velikost RF 
(bp) 
Velikost 
amplikonu 
(bp) 
1 
117 240+100+70+60 480 
66 240+100+70+60 480 
68 240+100+70+60 480 
93 240+100+70+60 480 
98 240+100+70+60 480 
99 240+100+70+60 480 
102 240+100+70+60 480 
107 240+100+70+60 480 
114 240+100+70+60 480 
48 240+100+70+60 480 
113 240+100+70+60 480 
70 240+100+70+60 480 
2 
52 380+350+150 880 
53 380+350+150 880 
55 380+350+150 880 
56 380+350+150 880 
57 380+350+150 880 
58 380+350+150 880 
59 380+350+150 880 
60 380+350+150 880 
61 380+350+150 880 
62 380+350+150 880 
103 380+350+150 880 
104 380+350+150 880 
105 380+350+150 880 
108 380+350+150 880 
109 380+350+150 880 
110 380+350+150 880 
111 380+350+150 880 
112 380+350+150 880 
47 380+350+150 880 
106 380+350+150 880 
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Tab. 9: Tabulka velikostí výsledných fragmentů získaných štěpením PCR produktu restrikční 
endonukleázou HhaI – část druhá. 
 
 
 
Pracovní 
označení 
Velikost RF 
(bp) 
Velikost 
amplikonu 
(bp) 
3 
46 320+280+90 790 
64 320+280+90 790 
72 320+280+90 790 
73 320+280+90 790 
95 320+280+90 790 
97 320+280+90 790 
69 320+280+90 790 
100 320+280+90 790 
4 
49 230+100 500 
50 230+100 500 
5 
94 230+170 500 
116 230+170 500 
118 230+170 500 
6 
96 240+100+70+60 480 
63 240+100+70+60 480 
67 240+100+70+60 480 
71 240+100+70+60 480 
74 240+100+70+60 480 
101 240+100+70+60 500 
 
 
 
 
4.2 Dendrogram kvasinek izolovaných z vína 
 
Pomocí dendrogramu sestaveného na základě výsledků metody RFLP byla stanovena 
genetická podobnost identifikovaných kvasinek. Dendrogram byl vytvořen v programu 
BioNumerics, kde pro kritérium podobnosti byly zvoleny Jaccardovy koeficienty podobnosti. 
V rámci 5% tolerance byly kvasinky rozděleny do 11 skupin, a to vzájemným porovnáním 
fragmentů DNA získaných štěpením třemi restrikčními endonukleázami.   
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Obr. 10: Dendrogram genetické podobnosti kvasinek izolovaných z vína sestavený na základě 
výsledků RFLP  pro enzymy HaeIII, HinfI a HhaI. 
 
 
Analýzou všech vzorků jsme identifikovali následující druhy kvasinek, které se 
podílely na procesu vinifikace. Identifikovány byly tyto druhy: Candida valida, Candida vini, 
Issatchenkia occidentalis, Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae a  
Zygosaccharomyces bailii. Rozdíly mezi ekologickou a integrovanou formou zemědělství se 
projevily rozlišným složením druhů kvasinek. Mezi identifikovanými druhy ekologické 
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produkce byly nalezeny mimo jiné Candida vini a Pichia fermentans, které nebyly nalezeny 
ve vzorcích z integrované produkce. Avšak mezi vzorky z integrované produkce byl 
identifikován navíc druh Issatchenkia occidentalis. Nebylo možné taxonomicky zařadit 5 
druhů kvasinek. Druhy identifikované v jednotlivých dnech fermentace zobrazuje tabulka č. 
10. 
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Tab. 10: Souhrn identifikovaných druhů v závislosti na dnu fermentace 
 
 
Den 
fermentace 
Ekologická produkce Integrovaná produkce 
Identifikovaný druh 
1 
Candida valida 
Candida vini 
Zygosaccharomyces bailii 
Zygosaccharomyces bailii 
3 
Candida valida 
Zygosaccharomyces bailii 
Candida valida 
Issatchenkia occidentalis 
6 
Candida valida 
Zygosaccharomyces bailii 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae 
8 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
10 
Candida valida 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae 
13 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
15 Saccharomyces cerevisiae 
Candida valida 
Saccharomyces cerevisiae 
17 
Candida valida 
Candida vini 
Pichia fermentans 
Saccharomyces cerevisiae 
Zygosaccharomyces bailii 
Saccharomyces cerevisiae 
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4.3 Chemická analýza vína 
 
4.3.1 Stanovení ethanolu 
 
Obsah ethanolu byl stanoven enzymaticky s využitím enzymu alkoholdehydrogenázy. Pro 
stanovení ethanolu byla vytvořena kalibrační křivka, přičemž byly použity standardní roztoky 
ethanolu o koncentracích 1 – 10 %. V grafu č. 1 je zobrazena kalibrační křivka, hodnoty pro 
její sestrojení jsou uvedeny v tabulce 11. 
 
Tab. 11: Koncentrace standardních roztoků ethanolu v % a jim odpovídající 
naměřené hodnoty absorbancí. 
 
 
c EtOH (%) A  A průměr 
1 0,100 0,120 0,115 0,112 
2 0,149 0,158 0,167 0,158 
3 0,211 0,209 0,214 0,211 
4 0,255 0,280 0,270 0,268 
5 0,304 0,310 0,298 0,304 
6 0,350 0,341 0,345 0,345 
7 0,362 0,382 0,390 0,378 
8 0,420 0,409 0,418 0,416 
9 0,452 0,449 0,455 0,452 
10 0,485 0,489 0,479 0,484 
 
 
 
 
Graf 1: Kalibrační křivka znázorňující závislost průměru absorbancí na koncentracích 
ethanolu.  
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Vzorky moštu byly na měření připraveny způsobem, který je zmíněn v kapitole 3.2.7. 
S pomocí kalibrační křivky byly dopočítány koncentrace ethanolu. Výsledky jsou uvedeny 
v tabulce 12. Naměřené hodnoty ethanolu ve vzorcích kvašeného moštu jsou v tabulce č. 12 a 
vyneseny do grafu č. 2.  
 
Tabulka 12: Naměřené hodnoty koncentrací ethanolu v jednotlivých vzorcích moštů. 
 
 
  Integrovaná produkce Ekologická produkce 
Den A c (%) A c (%) 
0 0 0 0 0 
2 0,169 2,012 0,105 0,459 
5 0,352 6,454 0,138 1,260 
7 0,380 7,133 0,330 5,920 
9 0,453 8,905 0,383 7,206 
12 0,463 9,148 0,413 7,934 
14 0,467 9,245 0,423 8,177 
16 0,499 10,022 0,442 8,638 
36 0,500 10,046 0,449 8,808 
78 0,524 10,629 0,500 10,046 
154 0,539 10,993 0,510 10,289 
  
 
 
 
 
 
 
Graf 2: Závislost koncentrace ethanolu na dnech odběru vzorků moštů.  
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Nástup alkoholové fermentace, jak je patrno z grafu, je rychlejší u vzorků, které byly 
získány z integrované produkce. Už druhý den je koncentrace ethanolu vyšší a 10% 
koncentraci překračuje 16. den. Rychlá produkce ethnalu probíhala mezi 3. až 9. dnem. Víno 
dosahuje koncentrace alkoholu 11 %.  
V případě ekologické produkce je nástup fermentace pomalejší. K rychlému vzrůstu obsahu 
ethanolu dochází až 5. den a rychlost se mírní 14. den. Konečná koncentrace alkoholu ve víně 
je 10,3 %. Vyšší obsah ethanolu u vína z integrované produkce může souviset s vyšším 
počátečním obsahem sacharidů v moštu z hroznů z integrované produkce.  
  
4.3.2 Stanovení titrovatelných kyselin 
 
Koncentrace titrovatelných kyselin byla v moštech stanovena podle postupu popsaného 
v kapitole 3.2.6. Naměřené hodnoty spotřeb odměrného roztoku NaOH pro všechny vzorky 
moštů jsou uvedeny v tabulce č. 13. Pomocí těchto hodnot byly určeny koncentrace kyseliny 
vinné v jednotlivých vzorcích moštů. Vypočítané koncentrace jsou uvedeny rovněž v tabulce 
č. 13 a jsou vyneseny na graf č. 3 v závislosti na dnech odběru. 
 
 
Tab. 13: Výsledné hodnoty koncentrace kyseliny vinné ve vzorcích moštů v závislosti na dnech 
odběru.  
 
 
  Ekologická produkce Integrovaná produkce 
den g/l g/l 
1 7,125 ± 0,061 6,125 ± 0,094 
3 7,775 ± 0,071 8,275 ± 0,094 
6 8,900 ± 0,071 8,525 ± 0,094 
8 8,475 ± 0,141 8,450 ± 0,035 
10 8,825 ± 0,000 8,520 ± 0,071 
13 8,25 ± 0,071 8,100 ± 0,106 
15 8,075 ± 0,072 8,150 ± 0,035 
17 7,750 ± 0,035 8,200 ± 0,071 
37 4,325 ± 0,106 5,650 ± 0,035 
79 4,350 ± 0,106 5,575 ± 0,035 
155 4,325 ± 0,035 4,800 ± 0,061 
 
Kyselina vinná ve vzorku byla přepočítána podle vztahu: 
 
A[ml]0,075A´    
 
kde A je spotřeba hydroxidu sodného v mililitrech. 
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.  
 
Graf 3: Závislost koncentrace kyseliny vinné na dnech odběru vzorků moštů. 
 
 
Koncentrace kyseliny vinné u moštů z integrované produkce dosahuje svého maxima 
téměř už 3. den fermentace, kdy dochází k uvolnění kyselin ze slupek. Koncentrace dosáhla 
svého maxima 6. den hodnotou 8,5 g∙l-1. K postupnému klesání došlo 17. den fermentace a 
výsledné víno mělo na konci kvašení koncentraci kyseliny vinné 4,8 g∙l-1. Dle odborné 
literatury se jedná o víno spíše s nízkým obsahem kyseliny vinné. Plní však normu pro 
jakostní víno, kde minimální požadavek je 4 g∙l-1 [5]. 
Mošty ekologické produkce jsou zajímavé výraznějšími fluktuacemi v obsahu kyseliny 
vinné během fermentace. Výchozí obsah kyseliny vinné byl vyšší než u produkce ekologické, 
ale konečná koncentrace byla naopak nižší. Na počátku fermentace byl obsah kyseliny vinné 
stanoven na 7,1g∙l-1. Svého maxima dosahuje později než mošty ekologické produkce, a to 6. 
den fermentace. Příčinou pomalejšího uvolnění kyseliny vinné do moštu může být opožděné 
alkoholové kvašení. Konečný obsah kyseliny vinné ve víně byl ještě nižší než hodnota 
z integrované produkce (4,3 g∙l-1).  
 
4.3.3 Stanovení redukujících cukrů  
 
Stanovení redukujících cukrů bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.5. 
Koncentrace redukujících sacharidů ve vzorcích moštů byla stanovena pomocí sestrojené 
kalibrační křivky.  Kalibrační křivka je závislostí koncentrace glukózy na absorbanci. 
Hodnoty, které byly vynášeny do grafu, jsou uvedeny v tabulce č. 14. Kalibrační křivka je 
znázorněna na grafu č. 4.  
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Tab. 14: Koncentrace roztoků redukujících sacharidů a jim odpovídajících absorbancí. 
 
 
c (g∙l-1) A1 A2 A3 APRŮMĚR 
0,050 0,897 0,824 0,952 0,992 
0,045 0,840 0,812 0,805 0,906 
0,040 0,800 0,744 0,774 0,834 
0,035 0,715 0,546 0,656 0,695 
0,030 0,576 0,587 0,571 0,619 
0,025 0,435 0,461 0,525 0,519 
0,020 0,379 0,416 0,391 0,440 
0,015 0,239 0,231 0,256 0,273 
0,010 0,144 0,144 0,154 0,175 
0,005 0,069 0,066 0,059 0,077 
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 4: Kalibrační křivka závislosti absorbance na koncentraci redukujících sacharidů. 
 
 
Naměřené absorbance byly pomocí kalibrační křivky přepočteny na koncentraci 
redukujících sacharidů. Výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 15. Závislost na dnech fermentace 
je vynesena do grafu č. 5.  
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Tab. 15: Naměřené hodnoty absorbancí a vypočítané hodnoty odpovídajících koncentrací 
redukujících sacharidů v jednotlivých vzorcích moštů. 
 
 
    
Ekologická 
produkce Integrovaná produkce 
Den Ředění cprůměr (g/l) cprůměr (g/l) 
1 5000 184,920 ± 2,016 181,82 ± 8,821 
3 5000 163,742 ± 11,39 136,996 ± 3,075 
6 5000 113,130 ± 1,359 121,497 ± 3,106 
8 100 1,289 ± 0,024 1,479 ± 0,191 
10 100 1,298 ± 0,065 1,319 ± 0,035 
13 100 1,276 ± 0,141 1,513 ± 0,043 
15 100 1,252 ± 0,026 1,549 ± 0,050 
79 100 1,492 ± 0,196 1,538 ± 0,050 
155 100 1,547 ± 0,038 1,604 ± 0,028 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 5: Závislost redukujících sacharidů na čase ekologické a integrované produkce.  
 
 
Výchozí koncentrace redukujících sacharidů byla pro mošty z ekologické a integrované 
produkce téměř stejná. Konkrétní hodnota byla 184,9 (resp. 181,8 g∙l-1) pro mošty 
z ekologické (resp. integrované) produkce.  Obsah redukujících sacharidů výrazně klesal  
po 6. dnu fermentace. Mošt integrované produkce z 8. dne fermentace obsahoval redukující 
sacharidy o koncentraci 1,51 g∙l-1. Dále se koncentrace měnila s nevýznamnými výkyvy. 
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Konečná koncentrace redukujících sacharidů byla stanovena na 1,6 g∙l-1. Průběh poklesu 
redukujících sacharidů byl v případě moštů z ekologické produkce podobný. K prudkému 
poklesu došlo mezi šestým až osmým dnem fermentace. Konečná koncentrace byla stanovena 
na 1,5 g∙l-1. Konečná koncentrace redukujících sacharidů ve vínech jak z integrované, tak i 
z ekologické produkce řadí tato vína mezi vína suchá [7]. Porovnáním kvasného procesu 
zaznamenaného v grafu č. 5 lze odvodit, že fermentace a odbourávání sacharidů probíhá 
v počáteční fázi rychleji u integrované produkce.  
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5 ZÁVĚR 
 
 
Cílem diplomové práce bylo identifikovat kvasinky z moštu červeného vína odrůdy 
Rulandské modré za použití kombinace amplifikace specifického úseku genomové DNA a 
následným štěpením amplifikovaného produktu různými restrikčními endonukleázami. Práce 
se zabývá také chemickou analýzou vína. Cílem chemické analýzy pak bylo stanovení 
koncentrace ethanolu, obsahu redukujících sacharidů a koncentrace titrovatelných kyselin.  
V teoretické části jsou popsány informace o kvasinkách, jejich taxonomickém zařazení, 
složení buňky, popis metabolismu a rozmnožování. Je uveden postup identifikace kvasinek 
včetně kroků, jako je získávání čistých kultur, amplifikace DNA a samotná restrikční analýza.  
Hrozny byly pěstovány integrovaně a ekologicky v mikulovské vinařské oblasti v České 
republice. Proces byl kontrolován – byla použita komerční kultura Saccharomyces cerevisiae 
BS6. 
Analyzovány byly vzorky moštu, který byl získán v průběhu celého procesu kvašení.  
K identifikaci posloužily typové kvasinky ze sbírky kultur kvasinek CCY Bratislava a námi 
izolované druhy (izolovány z moštů v průběhu let 2009–2011), které byly podrobeny 
sekvenaci. Ze vzorků byly získány čisté kultury kvasinek, z nichž byla dále izolována DNA 
pomocí komerční sady. Takto získaná DNA byla amplifikována pomocí metody PCR s 
primery ITS1 a ITS4. Poté byly specifické fragmenty DNA podrobeny restrikční analýze 
endonukleázami HaeIII, HinfI a HhaI. Pomocí těchto kroků byly identifikovány následující 
druhy kvasinek: Candida valida, Candida vini, Issatchenkia occidentalis, Pichia fermentans, 
Saccharomyces cerevisiae a Zygosaccharomyces bailii. Byly rovněž nalezeny druhy, které 
nebylo možné identifikovat. Štěpné obrazy kvasinek se neshodovaly se žádnou typovou 
kvasinkou a pro další identifikaci je nutné je podrobit sekvenci. Na základě shrnutí výsledků 
lze říci, že při srovnání moštů získaných z hroznů pěstovaných na ekologické a na integrované 
vinici byla zjištěna přítomnost některých rozdílných druhů kvasinek. Důvodem této diverzity 
a bohatšího druhového zastoupení u ekologické produkce může být citlivé používání 
ochranných prostředků, které jsou aplikovány během růstu hroznů na vinici.  
 Druhá část experimentální části zaznamenává postupy a výsledky stanovení tří 
chemických parametrů u vzorků moštů odebíraných v průběhu fermentace. Analyzovány byly 
mošty získané z bobulí odrůd Rulandské modré z ekologické a integrované produkce. 
S využitím enzymu alkoholdehydrogenázy bylo spektrofotometricky zjištěno, že vzorky 
z integrované produkce poskytují víno s vyšším obsahem alkoholu, a to o 0,7 %. Obsah 
alkoholu se zvyšoval rychleji u moštů z integrované produkce. Dalším parametrem vína, který 
byl analyzován, byl obsah titrovatelných kyselin. Z pohledu dynamického vývoje během 
kvašení byly zjištěny rozdíly. Výsledná vína však měla koncentraci kyseliny vinné velmi 
podobnou. Víno z ekologické produkce mělo koncentraci vyšší (4,8 g∙l-1) než víno 
z integrované produkce (4,3 g∙l-1). Poslední analýzou bylo stanovení obsahu redukujících 
cukrů. Z naměřených hodnot vyplývá, že čerstvě vylisované mošty byly sladší z hroznů 
vyrůstajících v ekologické vinici, avšak o pouhé 3,1 g. Obsah cukrů byl obecně nízký 
z důvodu nepříliš vhodného počasí během sezóny.  
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Shrnutím chemické analýzy lze porovnat rozdíly v integrované a ekologické produkci. 
Integrovaná produkce poskytuje mošty s vyšší cukernatostí a víno s vyšším obsahem 
alkoholu, což jsou významné parametry, které se projevují na kvalitě vína, a lze říci, že 
integrovaná produkce je pro vinaře zajímavější. Ekologická produkce však méně zatěžuje 
životní prostředí. Šetří přírodní zdroje a využívá jejich obnovitelnosti. Zaměřuje se na 
komplexní harmonii agroekosystému a zachovává biologickou rozmanitost a trvale udržitelný 
rozvoj. Vývoj ekologické produkce vína by měl směřovat nejen ke zmíněným pozitivním 
vztahům k ekologickému systému, ale také ke zvýšení produkce a kvality konečného 
produktu.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
60 
 
6 SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJŮ 
 
1. RASPOR, P., D. MILEK, J. POLANC, S. SMOLEMOZINA a N. CADEZ. Yeasts isolated from three 
varieties of grapes cultivated in different locations of the Dolenjska vine-growing region, Slovenia. 
International Journal of Food Microbiology, 2006, roč. 109, č. 1-2, s. 97–102. ISSN 01681605.  
2. CHAROENCHAI, Charoen, G. H. FLEET a P. A. HENSCHKE. Effects of Temperature, pH, and Sugar 
Concentration on the Growth Rates and Cell Biomass of Wine Yeasts. American Journal of Enology 
and Viticulture, 1998, roč. 49, č. 3, s. 283–288. ISSN 0002-9254.  
3. KÁS, J., M. KODÍCEK a O. VALENTOVÁ. Laboratorní techniky biochemie. Praha: Vysoká skola 
chemicko-technologická, 2005. ISBN 8070805862. 
4. FLEET, G. H. Yeast interactions and wine flavour. International Journal of Food Microbiology, 2003, 
roč. 86, č. 1–2, s. 11–22. ISSN 0168-1605.  
5. PAVLOUSEK, P. Výroba vína u malovinaru. Praha: Grada, 2010. ISBN 978-80-247-3487-3 
6. OSUMI, M. The ultrastructure of yeast: Cell wall structure and formation. Micron,  1998, roč. 29, č. 
2–3, s. 207–233. ISSN 0968-4328.  
7. PAVLOUSEK, P. a P. BURG. Pestování révy vinné: moderní vinohradnictví. Praha: Grada, 2011. ISBN 
978-80-247-3314-2. 
8. RIBÉREAU-GAYON, P., Y. GLORIES, A. MAUJEAN a D. DUBOURDIEU. Handbook of Enology, The 
Chemistry of Wine: Stabilization and Treatments. John Wiley & Sons, 2006. ISBN 9780470010389.  
9. Antifungals. Sigma-Aldrich [online]. [cit. 23. duben 2013]. Dostupné z: 
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biofiles/antifungals.html 
10. RIBÉREAU-GAYON, P., D.DUBOURDIEU, B. DONÈCHE a A. LONVAUD. Handbook of Enology, The 
Microbiology of Wine and Vinifications. John Wiley & Sons, 2006. ISBN 9780470010358.  
11. SILHÁNKOVÁ, L. Mikrobiologie pro potravináre a biotechnology. Praha: Academia, 2008. ISBN 
978-80-200-1703-1. 
12. BOULTON, C. a D. QUAIN. Brewing yeast and fermentation. Oxford; Malden, MA; Ames, Iowa: 
Blackwell Science ; Iowa State University Press [distributor], 2001. ISBN 0632054514. 
13. ACHSTETTER, T. a D. H WOLF. Hormone processing and membrane-bound proteinases in yeast. 
The EMBO Journal,  1985, roč. 4, č. 1, s. 173–177. ISSN 0261-4189.  
14. AUSTRIACO, O. P., Nicanor. Endoplasmic reticulum involvement in yeast cell death. Frontiers in 
Oncology [online]. 2012, roč. 2. [cit. 12. březen 2013]. ISSN 2234-943X. Dostupné z: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3410633/.  
15. OKAMOTO, K. a J. M. SHAW. MITOCHONDRIAL MORPHOLOGY AND DYNAMICS IN YEAST AND 
MULTICELLULAR EUKARYOTES. Annual Review of Genetics, 2005, roč. 39, č. 1, s. 503–536. ISSN 0066-
4197. 
61 
 
16. WALKER, G. M. Yeast Physiology and Biotechnology.  John Wiley & Sons, 1998. ISBN 
9780471964469.  
17. KISELEVA, E., T. D. ALLEN, S. A. RUTHERFORD, S. MURRAY, K. MOROZOVA, F. GARDINER, M. W. 
GOLDBERG a S. P. DRUMMOND. A protocol for isolation and visualization of yeast nuclei by scanning 
electron microscopy (SEM). Nature Protocols, 2007, roč. 2, č. 8, s. 1943–1953. ISSN 1754-2189, 1750-
2799. doi 10.1038/nprot.2007.251.  
18. SAGOT, I., J. SCHAEFFER a B. DAIGNAN-FORNIER. Guanylic nucleotide starvation affects 
Saccharomyces cerevisiae mother-daughter separation and may be a signal for entry into quiescence. 
BMC Cell Biology, 2005, roč. 6, č. 1, s. 1–13. ISSN 1471-2121. 
 19. RIBÉREAU-GAYON, P., D. DUBOURDIEU, B. DONÈCHE a A. LONVAUD. Handbook of Enology, The 
Microbiology of Wine and Vinifications. John Wiley & Sons, 2006. ISBN 9780470010358.  
20. FLEET, G. H. Wine microbiology and biotechnology. London; New York: Taylor & Francis, 2002. 
ISBN 0415278503. 
21. MARTIN, G. J. The chemistry of chaptalization. Endeavour, 1990, roč. 14, č. 3, s. 137–143. ISSN 
01609327.  
22. MIETTON-PEUCHOT, M., V. MILISIC a P. NOILET. Grape must concentration by using reverse 
osmosis. Comparison with chaptalization. Desalination, 2002, roč. 148, č. 1-3, s. 125–129. ISSN 
00119164.  
23. STINES, A.P., J. GRUBB, H. GOCKOWIAK, P.A. HENSCHKE, P.B. HØJ a R. HEESWIJCK. Proline and 
arginine accumulation in developing berries of Vitis vinifera L. in Australian vineyards: Influence of 
vine cultivar, berry maturity and tissue type. Australian Journal of Grape and Wine Research, 2000, 
roč. 6, č. 2, s. 150–158. ISSN 1322-7130. 
 24. HERNÁNDEZ-ORTE, P, M.J. IBARZ, J. CACHO a V. FERREIRA. Effect of the addition of ammonium 
and amino acids to musts of Airen variety on aromatic composition and sensory properties of the 
obtained wine. Food Chemistry, 2005, roč. 89, č. 2, s. 163–174. ISSN 03088146.  
25. KUDO, M., P. VAGNOLI a L. F. BISSON. Imbalance of pH and Potassium Concentration as a Cause 
of Stuck Fermentations. American Journal of Enology and Viticulture, 1998, roč. 49, č. 3, s. 295–301. 
ISSN 0002-9254.  
26. MANGINOT, C., J.L. ROUSTAN a J.M. SABLAYROLLES. Nitrogen demand of different yeast strains 
during alcoholic fermentation. Importance of the stationary phase. Enzyme and Microbial 
Technology, 1998, roč. 23, č. 7-8, s. 511–517. ISSN 01410229.  
27. The yeasts: a taxonomic study. 4th ed. Amsterdam ; New York: Elsevier, 2000. ISBN 0444813128.  
28. MOREIRA, N., F. MENDES, P. GUEDES DE PINHO, T. HOGG a I. VASCONCELOS. Heavy sulphur 
compounds, higher alcohols and esters production profile of Hanseniaspora uvarum and 
Hanseniaspora guilliermondii grown as pure and mixed cultures in grape must. International Journal 
of Food Microbiology, 2008, roč. 124, č. 3, s. 231–238. ISSN 01681605. 
 29. RADLER, F., M. J. SCHMITT a B. MEYER. Killer toxin of Hanseniaspora uvarum. Archives of 
Microbiology, 1990, roč. 154, č. 2, s. 175–178. ISSN 0302-8933, 
62 
 
 30. FUGELSANG, Kenneth C. a Charles G. EDWARDS. Wine Microbiology: Practical Applications and 
Procedures.  Springer, 2007. ISBN 9780387333410.  
31. LI, X., Z. CHI, Z. LIU, Jing LI, X. WANG a N. Y. HIRIMUTHUGODA. Purification and Characterization 
of Extracellular Phytase from a Marine Yeast Kodamaea ohmeri BG3. Marine Biotechnology, 2007, 
roč. 10, č. 2, s. 190–197. ISSN 1436-2228.  
32. YAMADA, Y., T. NAGAHAMA a I. BANNO. The Phylogenetic Relationships among Species of the 
Genus Metschnikowia Kamienski and Its Related Genera Based on the Partial Sequences of 18S and 
26S Ribosomal RNAs (Metschnikowiaceae). Reports of the Faculty of Agriculture, Shizuoka University, 
1994, roč. 44, s. 9–20. ISSN 05598850.  
33. PALLMANN, C. L., J. A. BROWN, T. L. OLINEKA, L. COCOLIN, D. A. MILLS a L. F. BISSON. Use of WL 
Medium to Profile Native Flora Fermentations. American Journal of Enology and Viticulture, 2001, 
roč. 52, č. 3, s. 198–203. ISSN 0002-9254,.  
34. DIAS, L., S. DIAS, T. SANCHO, H. STENDER, A. QUEROL, M. MALFEITO-FERREIRA a V. LOUREIRO. 
Identification of yeasts isolated from wine-related environments and capable of producing 4-
ethylphenol. Food Microbiology, 2003, roč. 20, č. 5, s. 567–574. ISSN 07400020.  
35. FUGELSANG, K. C. Wine microbiology. 2nd ed. New York, NY: Springer, 2007. ISBN 
9780387333410.  
36. SHIMAZU, Y. a M. WATANABE. Effects of Yeast Strains and Environmental Conditions on 
Formation of Organic Acids in Must during Fermentation : Studies on Organic Acids in Grape Must 
and Wine (III). Journal of fermentation technology, 1981, roč. 59, č. 1, s. 27–32. ISSN 03856380.  
37. COMITINI, F., J. INGENIIS DE, L. PEPE, I. MANNAZZU a M. CIANI. Pichia anomala and               
Kluyveromyces wickerhamii killer toxins as new tools against Dekkera/Brettanomyces               
spoilage yeasts. FEMS Microbiology Letters, 2004, roč. 238, č. 1, s. 235–240. ISSN 0378109. 
38. SCHULTZ, A. S. The Yeasts: A Taxonomic Study. J. Lodder and N. J. W. Kreger-Van Rij. Amsterdam: 
North-Holland Pub.; New York: Interscience, 1953, roč. 117, č. 3035, s. 237–237. ISSN 0036-8075.  
39. Lodder J., N. J. W .Kreger-Van Rij, The Yeasts: a taxonomic study. 3rd rev. and enl. ed. 
Amsterdam : New York, N.Y: Elsevier Science Publishers ; sole distributors for the USA and Canada, 
Elsevier Science Pub. Co, 1984. ISBN 0444804218.  
40. NAUMOV, G., E. S. NAUMOVA a P. D. SNIEGOWSKI. Saccharomyces paradoxus and 
Saccharomyces cerevisiae are associated with exudates of North American oaks. Canadian Journal of 
Microbiology, 1998, roč. 44, č. 11, s. 1045–1050. ISSN 1480-3275. 
41. NAUMOV, G. I., S. A. JAMES, E. S. NAUMOVA, E. J. LOUIS a I. N. ROBERTS. Three new species in 
the Saccharomyces sensu stricto complex: Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces kudriavzevii 
and Saccharomyces mikatae. International journal of systematic and evolutionary microbiology, 
2000, roč. 50, s. 1931–1942. ISSN 1466-5026.  
42. BARATA, A., M. MALFEITO-FERREIRA a V. LOUREIRO. The microbial ecology of wine grape berries. 
International Journal of Food Microbiology, 2012, roč. 153, č. 3, s. 243–259. ISSN 0168-1605. 
63 
 
 43. THOMAS, C. S., R. B. BOULTON, M. W. SILACCI a W. D. GUBLER. The Effect of Elemental Sulfur, 
Yeast Strain, and Fermentation Medium on Hydrogen Sulfide Production During Fermentation. 
American Journal of Enology and Viticulture,  1993, roč. 44, č. 2, s. 211–216. ISSN 0002-9254,.  
44. ROMANO, P. a G. SUZZI. Higher alcohol and acetoin production by Zygosaccharomyces wine 
yeasts. Journal of Applied Microbiology, 1993, roč. 75, č. 6, s. 541–545. ISSN 13645072.  
45. BOULTON, R. B., V. L. SINGLETON, L. F. BISSON a R. E. KUNKEE. Yeast and Biochemistry of Ethanol 
Fermentation. Principles and Practices of Winemaking, 1996. s. 102–192. ISBN 978-1-4613-5718-6. 
46. WANG, Z., J. ZHUGE, H. FANG a B. A. PRIOR. Glycerol production by microbial fermentation. 
Biotechnology Advances, 2001, roč. 19, č. 3, s. 201–223. ISSN 07349750.  
47. FLANZY, Claude. Oenologie: fondements scientifiques et technologiques. Londres; Paris; New 
York: Tec & doc-Lavoisier, 1998. ISBN 2743002433. 
48. Moreno-Arribas M. V. a M. Carmen Polo. Wine chemistry and biochemistry. New York: Springer, 
2009. ISBN 978-0-387-74116-1.  
49. DIVOL, B. a A. LONVAUD-FUNEL. Evidence for viable but nonculturable yeasts in botrytis-affected 
wine. Journal of Applied Microbiology, 2005, roč. 99, č. 1, s. 85–93. ISSN 13645072 
 50. DEÁK, Tibor. Handbook of food spoilage yeasts. 2nd ed. Boca Raton, FL: CRC Press, 2008. ISBN 
9781420044935.  
51. CHOMCZYNSKI, P. a N. SACCHI. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium 
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Analytical Biochemistry, 1987, roč. 162, č. 1, s. 156–159. 
ISSN 00032697.  
52. Izolace nukleových kyselin. [online]. [vid. 18. duben 2013]. Dostupné z: 
http://biologie.upol.cz/metody/Izolace%20nukleovych%20kyselin.htm 
53. MO BIO Laboratories. [online]. Dostupné z: http://www.mobio.com/files/protocol/12224.pdf 
54. MATHUR, E. J. United States Patent: 7045328 - Purified thermostable Pyrococcus furiosus DNA 
polymerase I [online]. 7045328. 16. květen 2006. [vid. 18. duben 2013]. Dostupné z: 
http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-Parser?Sect1=PTO2&Sect2=HITOFF&u=%2Fnetahtml%2Fsearch-
adv.htm&r=3&f=G&l=50&d=PTXT&p=1&S1=(((%22Pyrococcus+furiosus%22.ABTX.)+AND+polymerase
.ABTX.)+AND+stratagene.ASNM.)&OS=abst/%22Pyrococcus+furiosus%22+and+abst/polymerase+and
+an/stratagene&RS=((ABST/%22Pyrococcus+furiosus%22+AND+ABST/polymerase)+AND+AN/stratag
ene).  
55. RYCHLIK, W., W.J. SPENCER a R.E. RHOADS. Optimization of the annealing temperature for DNA 
amplification in vitro; Nucleic Acids Research, 1990, roč. 18, č. 21, s. 6409–6412. ISSN 0305-1048,  
56. SHARKEY, D. J., E. R. SCALICE, K. G. CHRISTY, S. M. ATWOOD aj. L. DAISS. Antibodies as 
Thermolabile Switches: High Temperature Triggering for the Polymerase Chain Reaction. 
Bio/Technology, 1994, roč. 12, č. 5, s. 506–509. ISSN 0733-222X.  
57. BARTLETT, J. M. S. a D. STIRLING. A Short History of the Polymerase Chain Reaction. In: PCR 
Protocols [online]. New Jersey: Humana Press, [b.r.]. s. 3–6. [vid. 18. duben 2013]. ISBN 1-59259-384-
4. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1385/1-59259-384-4:3.  
64 
 
58. CHIEN, A., D. B. EDGAR a J. M. TRELA. Deoxyribonucleic acid polymerase from the extreme 
thermophile Thermus aquaticus. Journal of Bacteriology, 1976, roč. 127, č. 3, s. 1550–1557. ISSN 
0021-9193. 
59. ZORNÍKOVÁ, G. Využití polymerázové řetězové reakce (PCR) pro detekci probiotických 
mikroorganismů. Chempoint [online]. [vid. 2. květen 2013]. Dostupné z: 
http://www.chempoint.cz/vyuziti-polymerazove-retezove-reakce-pcr-pro-detekci-probiotickych-
mikroorganismu 
60. GONZÁLEZ, S. S., L. GALLO, M. D. CLIMENT, E. BARRIO a A. QUEROL. Enological characterization of 
natural hybrids from Saccharomyces cerevisiae and S. kudriavzevii. International Journal of Food 
Microbiology, 2007, roč. 116, č. 1, s. 11–18. ISSN 01681605.  
61. SANTIAGO, A. V. Carrascosa, R. MUNOZ a R. G. GARCIA. Molecular Wine Microbiology. Academic 
Press, 2011. ISBN 9780080962580.  
62. PRŮŠA, R. Multimediální učebnice DNA diagnostiky [online]. [vid. 2. květen 2013]. Dostupné z: 
http://www.lf2.cuni.cz/Projekty/prusa-DNA/ 
63. KLOUDA, Pavel. Moderní analytické metody. Ostrava: Pavel Klouda, 2003. ISBN 80-86369-07-2 .  
64. BARTOVSKÁ, L, a M. ŠIŠKOVÁ. Co je co v povrchové a koloidní chemii. Elektroforéza [online]. [vid. 
24. duben 2013]. Dostupné z: http://vydavatelstvi.vsc 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
65 
 
7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ  
 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
RNA   riboxynuklevá kyselina 
PCR   polymerázová řetězová reakce 
RFLP   polymorfismus délky restrikčních fragmentů 
S.    Saccharomyces 
R.   Rhodotorula 
P.    Pichia 
I.    Issatchenkia 
Z.    Zygosaccharomyces 
SDS   dodecylsulfát sodný 
dsDNA   dvouřetězcová DNA 
EDTA   ethylendiamin tetraoctová kyselina 
ITS   vnitřní přepisová oblast (z angl. internal trascribed spacer) 
RE    restrikční endonukleáza  
bp    počet páru bazí  
UV    ultrafialové záření 
RE   restrikční endonukleáza 
°ČSN  český normalizovaný moštoměr 
V   jednotka napětí 
PO    pracovní označení vzorku 
RF    velikost restrikčního fragmentu 
PK    pozitivní kontrola 
NAD nikotinamid adenin dinukleotid 
NADH  nikotinamid adenin dinukleotid (redukovaná forma) 
Taq termostabilní DNA polymeráza 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
